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Résumé 
 
 
L’interaction du CD40L plaquettaire avec le CD40 exprimé par les mono-lymphocytaires, 
dont les cellules progénitrices endothéliales (EPCs), médie l’hémostase. Deux  sous-types 
d’EPCs induisent la réparation vasculaire : les early outgrowth cells (EOCs) et les endothelial 
colony forming cells (ECFCs). Les EOCs expriment des protéines adaptatrices s’associant aux 
récepteurs du facteur de nécrose tumorale (TRAFs) nécessaires à la signalisation du CD40. 
L’association des TRAFs au CD40 contribuerait à la fonction antiplaquettaire d’EOCs 
prétraitées au CD40L, via la libération de prostacycline (PGI2) ou d'oxyde nitrique (NO). 
Toutefois, la contribution des TRAFs des ECFCs dans la libération de PGI2 et de NO via la 
régulation des cyclo-oxygénases (COX) et des NO synthases (NOS) demeure inexplorée. Cette 
étude vise à comprendre le rôle des TRAFs, COX et NOS dans les ECFCs. 
 
Nous avons différencié des EPCs via la culture de cellules mononucléaires du sang 
périphérique (PBMCs) dans un milieu à croissance endothéliale (EGM-2) et révélé, par 
microscopie optique et confocale, le phénotype monocytaire de nos EOCs et de cellules 
endothéliales (ECs) de nos ECFCs, incluant leurs caractéristiques endothéliales par cytométrie 
en flux. L’expression constitutive de l’eNOS, l’iNOS, la COX-1 et faiblement la COX-2 dans 
nos ECFCs et ECs, des enzymes absentes de nos EOCs, a été décelée par Western Blot. Le profil 
d'expression des TRAFs dans nos EOCs, ECFCs, PBMCs et ECs a démontré la présence variée 
du CD40 et celle des TRAF1, 2, 3, 5 et 6, selon le type cellulaire. 
 
En conclusion, nous avons révélé la présence de TRAFs, COX et NOS, ainsi que leur 
expression différentielle dans les EOCs et ECFCs. Des études portant sur l’association des 
TRAFs au CD40 éclaireront sur les mécanismes intracellulaires impliqués dans la régulation de 
la synthèse de PGI2  et de NO et la fonction antiplaquettaire des EPCs. 
 
 
Mots clés: Cellules progénitrices endothéliales, CD40, TRAF, COX, NOS 
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Abstract 
 
 
Platelets secrete CD40L whereas white blood cells such as endothelial progenitor cells 
(EPCs) express its cognate receptor CD40, the previous dyad allowing hemostasis. Recent 
evidences revealed the existence of two EPC subtypes implicated in vascular repair: early 
outgrowth cells (EOCs) and endothelial colony-forming cells (ECFCs). EOCs express adapter 
proteins, members of the TNF receptor-associated factors (TRAFs), necessary for CD40 
signaling, the latter possibly involved in the anti-platelet function of sCD40L-treated EOCs, 
through prostacyclin (PGI2) and nitric oxide (NO) secretion. However, the TRAFs present in 
ECFCs which may act upstream of CD40 signaling to regulate the expression of 
cyclooxygenases (COX) and NO synthases (NOS) are still unexplored. This study aims to 
investigate the role of TRAFs, COX and NOS in ECFCs. 
 
We succeeded in differentiating EPCs by culturing peripheral blood mononuclear cells 
(PBMCs) in an endothelial growth medium (EGM-2), and showed by optical and confocal 
microscopy that EOCs display a monocyte-like phenotype whereas ECFCs have an endothelial 
cell (EC)-like phenotype, both EPC subtypes sharing endothelial features assessed by flow 
cytometry. Indeed, ECFCs, like ECs, constitutively express eNOS, iNOS, COX-1 and weakly 
COX-2; whereas EOCs do not constitutively express these NO and PGI2 producing enzymes, as 
shown by Western Blot. Comparing the expression profile of TRAFs in EOCs, ECFCs, PBMCs 
and ECs, we found that they all express CD40, TRAF1, 2, 3, 5 and 6. However, their levels of 
expression vary between the different cell types. 
 
Results generated from this project informed on the presence of TRAFs, COX and NOS in 
EOCs and ECFCs, where further studies on CD40 association with its identified TRAFs in each 
EPC subtype should shed lights on the downstream intracellular mechanisms involved in the 
regulation of COX and NOS expression in EOCs and ECFCs, and consequently their anti- 
platelet function. 
 
 
 
Key words: Endothelial progenitor cells, CD40, TRAF, COX, NOS 
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Chapitre 1 
 
Les cellules progénitrices endothéliales 
 
1.1 Introduction 
 
Les maladies cardiovasculaires demeurent responsables de la majorité des décès à travers le 
monde : celles-ci ont représenté 30% de l’ensemble des décès en 2008.[1] L’organisme mondial 
de la santé a évalué à près de 13,5 millions le nombre d’individus emportés par des cardiopathies 
coronariennes et des accidents vasculaires cérébraux (AVC); vers l’an 2030, on estime que ces 
deux affectations du système cardiovasculaire entraîneront environ 23,6 millions de décès.[1] 
Le diagnostic précoce et l’évolution d’un syndrome coronarien aigu (SCA) ou d’un AVC 
peuvent être évalués en clinique au moyen de biomarqueurs, c’est-à-dire des caractéristiques 
biologiques mesurables indiquant l’état physiologique ou pathophysiologique d’un processus 
cellulaire donné.[2] Parmi ces derniers, les niveaux d’IL-6, d’IL-18, de TNF-α, de protéine 
réactive C (CRP), de métalloprotéinase 9 (MMP-9) et de CD40L soluble (sCD40L) font état de 
la progression de l’inflammation et de l’instabilité de la plaque accompagnant les affectations 
cardiovasculaires mentionnées.[3] À cet égard, un taux élevé en sCD40L a été associé à une 
hausse de l’activation et de l’agrégation plaquettaire, deux phénomènes pouvant résulter en la 
relâche d’un thrombus occlusif menant au SCA ou à l’AVC.[4] En fait, 95% de la forme soluble 
du ligand serait sécrétée par les plaquettes activées; des valeurs élevées en celle-ci sont 
considérées un facteur de risque d’incidents cardiovasculaires futurs.[5] 
En cette ère de thérapie cellulaire contre les maladies cardiovasculaires, différents types de 
cellules progénitrices ont été étudiés pour leur capacité de différenciation en cardiomyocytes ou 
pour leurs propriétés dans la formation de nouveaux vaisseaux sanguins et dans la régénération 
vasculaire.[6] À cet égard, les cellules progénitrices endothéliales (EPCs) se sont révélées des 
candidats intéressants dans l’étude de l’athérosclérose et des maladies coronariennes aiguës.[7], [8] 
Ce chapitre mettra en contexte l’origine et la caractérisation des EPCs, les méthodes employées 
pour leur isolation, ainsi que leurs implications dans des processus physiologiques et 
pathophysiologiques. 
1.2 L’hématopoïèse et la moelle hématopoïétique adulte 
 
L’évolution a permis à l’organisme adulte humain de se doter d’un système favorable à la 
production et au renouvèlement de ses cellules spécialisées du sang, soit le système 
hématopoïétique.[9]   Ce  dernier  répond  aux  signaux  de  déséquilibre  dans  sa  composition en 
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cellules souches hématopoïétiques (HSCs) ou sanguines matures, afin d’assurer le maintien de 
fonctions biologiques, dont la régulation de l’homéostasie, la fonction immunitaire et la réponse 
aux microorganismes, de même que l’inflammation.[10], [11] 
Au cours du développement embryonnaire jusqu’à l’âge adulte, des sites anatomiques variés 
permettent la présence des HSCs, à différents stades de gestation, tels que proposés à la Figure 
1.1  (p.4).[10]   Chez  les  mammifères,  cette  dernière  se  manifeste  depuis  le  sac  vitellus intra- 
embryonnaire, en passant par le foie fœtal pour se retrouver au final à l’intérieur de la moelle 
osseuse chez l’organisme adulte.[10], [11] 
L’expression d’antigènes de surface par les cellules humaines leur confère une signature 
phénotypique permettant l’étude de leurs fonctions biologiques. Ainsi, les HSCs ont été 
caractérisées in vivo par des cellules Lin–CD34+CD38– aptes à reconstituer une population en 
progéniteurs lymphoïdes, déficiente du sang du cordon ombilical et de la moelle osseuse, chez 
des modèles murins non obèses diabétiques atteints d’un déficit immunitaire combiné sévère 
(NOD-SCID).[10], [12] Chez la souris, les cellules positives pour l’antigène de surface Sca-1, 
employé pour l’isolation des HSCs de la moelle osseuse, favorisent la reconstitution des lignées 
lymphoïdes et non lymphoïdes, à la manière des cellules souches CD34+ dans le greffon.[13] 
L’étude phénotypique de marqueurs propres aux progéniteurs hématopoïétiques a révélé 
l’existence d’HSCs chez l’embryon humain : cette dernière s’est observée dans le foie fœtal par 
une population de cellules CD45+CD34+CD31+CD38–, négatives pour des marqueurs de lignée 
et GATA-2+GATA-3+c-myb+SCL/TAL1+c-kit+flk-1/KDR+.[10] 
3  
  
 
Figure 1.1: Les sources de cellules sanguines au cours du développement embryonnaire jusqu’à l’âge adulte. (E: 
Jour de l’Embryon; AGM: Aorte-Gonade-Mésonéphros). K. Chotinantakul et al. Hematopoietic stem cell 
development, niches, and signaling pathways, Bone Marrow Res. 2012; 2012:270425. 
 
Or, une telle population de cellules progénitrices tire son origine intra-embryonnaire de la région 
AGM, laquelle représenterait la source d’une hématopoïèse définitive : au cours des phases de 
gestation E8.5 – E10.5, les HSCs y dériveraient de la transdifférenciation des cellules de 
l’endothélium hémogénique, désignées également hémangioblastes.[10], [11], [14] Bien qu’aucune 
évidence expérimentale ne supporte la génération de novo des HSCs dans les tissus extra- 
embryonnaires, le placenta serait propice à leur développement, comme le suggère la présence 
de cellules CD34+CD45–  du stroma villositaire placentaire, pendant les phases de gestation E8.5 
– E10.5.[10], [11]  En somme, le foie fœtal sert de bassin pour l’expansion des HSCs; après une 
période de gestation E16.5, les HSCs concluent leur dernière migration à l’intérieur de la moelle 
osseuse, laquelle constitue le réservoir définitif d’HSCs pour le reste de la vie de l’organisme 
adulte.[10] 
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1.3 Les cellules souches et les progéniteurs hématopoïétiques 
 
Au niveau de la moelle osseuse, les HSCs sont assignées à diverses niches pouvant réguler 
leur auto-renouvèlement et leur différenciation cellulaire; à cet égard ont  été  proposées les 
niches ostéoblastique/vasculaire endothéliale et la niche réticulaire (Figure 1.2; p.6).[10], [11], [15], 
[16], [17] Les données actuelles suggèrent que la majorité des HSCs se retrouve en contact avec des 
progéniteurs mésenchymateux, désignés cellules stromales réticulaires abondantes en CXCL12 
(CAR), résidant dans la niche réticulaire.[10] Via la relâche de cytokines hématopoïétiques,  dont 
la chimiokine SDF-1/CXCL12 et le facteur SCF, les cellules stromales CAR contribuent au 
maintien du bassin en HSCs sous un état non-différencié, en régulant notamment leur 
prolifération cellulaire de même que celle des progéniteurs lymphoïdes et érythrocytaires.[10], [16], 
[18] En parallèle est soulignée la présence concomitante des niches vasculaire endothéliale et 
ostéoblastique, lesquelles représenteraient les sous-compartiments d’une même niche 
hématopoïétique, où les cellules CAR médient la domiciliation des HSCs.[18] Au sein de la niche 
ostéoblastique, le contact des HSCs avec les cellules SNO (Figure 1.2; p.6) favorise également le 
maintien du bassin en HSCs, entre autres via la production de signaux moléculaires tels que les 
ligands Notch, l’angiopoiétine-1 (Ang-1), le CXCL12 et la cathepsine X.[10] 
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Figure 1.2: Les niches de la moelle osseuse impliquées dans le maintien et la régulation des progéniteurs 
hématopoïétiques. (SNO: Ostéoblastique Spindle-shaped N-cadhérine+CD45–; CAR: Réticulaire Abondante en 
CXCL12; ECs: Cellules Endothéliales; HSCs: Cellules Souches Hématopoïétiques; pDC: Cellule Dentritique 
plasmacytoïde; NK: Tueuse Naturelle; MPPs: Progéniteurs Multipotents). T. Sugiyama et al. Bone Marrow Niches 
for Hematopoietic Stem Cells and Immune Cells, Inflammation & Allergy - Drug Targets, 2012, 11, 201-206. 
 
En réponse à des signaux précoces de différenciation cellulaire, les HSCs perdent de manière 
progressive leur capacité d’auto-renouvèlement : cela se traduit par l’existence de deux sous- 
populations émanant du bassin de HSCs, soient celle de long terme, les LT-HSCs 
(CD150+CD48–CD135–CD34–Lin–c-kit+SCA1+) et celle de court terme, les ST-HSCs 
(CD150+CD48–CD135–CD34+Lin–c-kit+SCA1+).[19],  [20]   En  termes  d’auto-renouvèlement, cette 
capacité plus soutenue observée dans les LT-HSCs leur permet de supporter la reconstitution de 
l’ensemble des lignées hématopoïétiques représentées à la Figure 1.3 (p.7).[20] À l’opposé, les 
ST-HSCs ne possèdent qu’une capacité limitée d’auto-renouvèlement, mais un potentiel 
prolifératif plus élevé conduisant à la production des progéniteurs multipotents (MPPs).[19] Ces 
derniers sont responsables de générer les différents progéniteurs communs aux lignées myéloïde 
(CMPs) et lymphoïde (CLPs).[19] De par leur nature oligopotente, les CMPs et les CLPs peuvent 
avoir un devenir restreint à maints progéniteurs aux cellules effectrices matures; celles-ci 
comprennent d’une part les érythrocytes, les plaquettes, les mastocytes, les granulocytes (ex.  les 
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basophiles, les éosinophiles et les neutrophiles), les monocytes et les cellules dendritiques, 
dérivés des CMPs; d’autre part, les cellules de l’immunité adaptative (ex. les cellules B et T) et 
innée (ex. les cellules NK) et les cellules dendritiques, dérivées des CLPs.[20] 
 
 
 
Figure 1.3: La hiérarchie de l’hématopoïèse dans la moelle osseuse humaine. (LT-HSC: Cellule Souche 
Hématopoïétique à Long Terme; ST-HSC: Cellule Souche Hématopoïétique à Court Terme; MPPs: Progéniteurs 
Multipotents; MEP: Progéniteur de Mégacaryocyte/Érythrocyte; CMP: Progéniteur Myéloïde Commun; CLP: 
Progéniteur Lymphoïde Commun; GMP: Progéniteur de Granulocyte/Macrophage; Lin: Marqueur de Lignée). LD. 
Wang et al. Dynamic niches in the origination and differentiation of haematopoietic stem cells, Nature Reviews 
Molecular Cell Biology 12, October 2011, 643-655. 
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1.4 Les origines et les caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles des EPCs 
 
Les premières évidences d’une population de cellules progénitrices dérivées de 
l’hémangioblaste et apte à se différencier en une lignée endothéliale – nommée EPCs – 
remontent à l’isolation, du sang périphérique, de précurseurs CD34+VEGFR-2+ par le groupe 
d’Asahara et al.[21], [22], [23] Considérant l’origine hématopoïétique des EPCs, l’expression du 
marqueur CD133 a également été caractérisée chez ces dernières, où la perte d’expression de ce 
marqueur s’est traduite par leur différenciation in vitro en un phénotype endothélial.[21], [22], [24] 
Dans un même ordre d’idées, la co-expression de certains marqueurs de surface cellulaire, dont 
le CD34, le CD31, les VEGFR-1/2, le CD133, le CD45, le CD14, la VE-cadhérine, le Tie-2 et le 
facteur von Willebrand (vWF), permet la définition fonctionnelle d’une telle population 
progénitrice, notamment vis-à-vis de leurs propriétés angiogéniques. [7], [21], [22], [23], [24], [25], [26] 
L’absence de la molécule d’adhésion endothéliale CD146 et la présence des antigènes de surface 
hématopoïétiques CD133 et CD45 favorisent la distinction des EPCs, dérivées des HSCs, des 
cellules endothéliales matures circulantes (CECs).[22], [27], [28] La moelle osseuse serait aussi le 
siège d’un bassin de progéniteurs myéloïdes CD14+  et de cellules souches mésenchymateuses 
CD133+VEGFR-2+c-kit–CD34–/VE-cadhérine–, désignées MAPCs, à partir desquels dériveraient 
les EPCs.[7], [22], [24], [25] 
 
Outre leur souche hématopoïétique, les EPCs peuvent tirer leur origine de sources distinctes 
chez l’organisme adulte : celles-ci incluent les cellules mononucléaires du sang périphérique 
(PBMCs) ou du cordon ombilical (CBMCs), la niche d’EPCs résidant dans le lit vasculaire, ainsi 
que la fraction adipeuse du stroma vasculaire.[7], [23], [24], [25], [29], [30], [31] Le répertoire d’EPCs peut 
en particulier être compris principalement à l’intérieur d’une population de 
monocytes/macrophages, renfermant des cellules mononucléaires CD34–; en moindre partie, les 
EPCs peuvent dériver d’une fraction de cellules souches hématopoïétiques contenant des cellules 
mononucléaires CD34+.[25], [32] 
Malgré leurs diverses origines, les EPCs partagent des caractéristiques phénotypiques et 
fonctionnelles leur conférant un rôle distinct dans le maintien de l’intégrité vasculaire. D’un 
point de vue phénotypique, les EPCs assimilent d’une part, via la voie cellulaire scavenger, la 
lipoprotéine de faible densité acétylée (Ac-LDL) et lient l’Ulex-lectine; de telles propriétés 
métaboliques   endothéliales   sont   favorables   à   leur   identification   via   la   microscopie  en 
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épifluorescence ou à leur isolation via la cytométrie en flux.[7], [24], [26] D’autre part, les EPCs 
présentent une activité d’expansion clonale variable, dictée par la méthode de culture 
employée.[24], [33], [34] Sur le plan fonctionnel, les EPCs répondent mieux à la présence de facteurs 
de croissance angiogéniques, laquelle suggère une survie à long terme leur étant favorable, en 
comparaison aux cellules endothéliales matures.[35] La contribution des EPCs au niveau du 
maintien de l’intégrité vasculaire réside notamment dans leur sécrétion paracrine de facteurs pro- 
angiogéniques ou dans leur incorporation aux sites d’endommagement vasculaire. [7], [21], [22],   [24], 
[25], [28], [29], [31], [33], [34], [35], [36], [37] 
 
 
En somme, le terme EPCs réfère à une population de cellules en circulation exprimant in 
vivo des antigènes de surface similaires à ceux exprimés par les cellules endothéliales matures et 
participant aux processus physiologiques de néo-vascularisation post-natale et de  régénération 
du tissu vasculaire. 
1.5 L’identification des EPCs humaines basée sur diverses méthodologies de 
différenciation cellulaire 
1.5.1 Les méthodes d’isolation et de culture des EPCs dérivées des PBMCs 
 
Le recensement littéraire de diverses méthodes d’isolation des PBMCs pour leur 
différenciation en EPCs permet d’en retenir trois principales : 1) la différenciation des PBMCs 
en EPCs par adhésion sur matrice de fibronectine, avec l’évaluation de propriétés métaboliques 
endothéliales; 2) la différenciation des PBMCs en EPCs basée sur l’expression phénotypique des 
marqueurs de surface cellulaire CD34+CD133+KDR+; 3) la différenciation des PBMCs en EPCs 
basée sur la formation de colonies à faible potentiel prolifératif (CFU-Hill) ou à potentiel 
prolifératif élevé (ECFCs).[26], [34], [36], [38], [39], [40], [41], [42], [43], [44] 
1.5.1.1 Isolation des EPCs par adhésion sur fibronectine 
 
L’adhésion, sur fibronectine, des EPCs dérivées des cellules mononucléaires CD34+ 
contribue à leur biologie, notamment via l’initiation de leur différenciation cellulaire en un 
phénotype endothélial.[45] Ce processus résulterait de l’interaction des EPCs avec la fibronectine, 
via l’intégrine α5β1, laquelle induirait la différenciation dépendante du VEGF des EPCs.[45], [46] 
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Au-delà de quatre jours en culture, jusqu’à l’occurrence de 7 jours et dans un milieu 
promouvant la différenciation endothéliale, notamment en présence des facteurs de croissance 
EGF, FGF, IGF et VEGF contenus dans l’Endothelial Growth Medium 2 supplemented with 2% 
Fetal Bovine Serum (EGM-2 2% FBS), l’évaluation de l’expression positive des marqueurs 
CD45, CD34, CD31, Flk-1 (VEGFR-2), Tie-2 ou E-sélectine supporte l’identité endothéliale de 
la population adhérente d’EPCs.[26], [38], [47] Néanmoins, la méthode de centrifugation en gradient 
de densité, employée pour l’isolation des PBMCs, entraîne souvent la contamination plaquettaire 
des cultures d’EPCs différenciées sur fibronectine : les plaquettes partagent également 
l’expression positive de certains marqueurs endothéliaux, dont celle du CD31.[26], [38], [47] De plus, 
la sécrétion de microparticules plaquettaires, assimilées par les EPCs, expliquerait l’acquisition 
de propriétés angiogéniques chez ces dernières, suggérant alors un rôle des plaquettes dans la 
régulation de l’angiogenèse.[48] D’un autre côté, la présence enrichie de monocytes, dans la 
population adhérente d’EPCs, agit à titre de contaminant cellulaire : les monocytes, comme les 
plaquettes, peuvent lier l’Ulex-lectine en plus d’incorporer l’Ac-LDL.[26], [38], [47] En outre, il a été 
démontré qu’une exposition des monocytes aux facteurs de croissance endothéliaux, présents 
dans le milieu EGM-2 2% FBS, entraîne chez ces derniers une régulation positive de 
l’expression de protéines endothéliales, leur conférant ainsi des propriétés angiogéniques [ex. le 
vWf, l’oxyde nitrique synthase endothéliale (eNOS), le CD31, le CD144 et le VEGFR- 
2/KDR].[47] 
Bien que l’isolation des PBMCs sur fibronectine ne permette pas d’employer le terme EPCs 
pour référer à une population progénitrice unique, cette méthode d’isolation rend toutefois 
compte des propriétés angiogéniques d’une population cellulaire hétérogène, telles que détaillées 
au Tableau I.I. (p.11). Ainsi, cette dernière population serait mieux caractérisée par des cellules 
angiogéniques en circulation (CACs).[38] L’optimisation de cette méthode d’isolation consisterait 
notamment en l’élimination complète des plaquettes de la portion du plasma enrichie en celles- 
ci.[38], [42] Néanmoins, la sélection négative, par billes magnétiques, de cellules exprimant 
fortement l’antigène de surface CD61 permettrait de réduire la présence en plaquettes ou en 
monocytes à l’intérieur des PBMCs isolées sur fibronectine. À cet égard, les travaux du groupe 
de Prokopi et al. suggère que l’expression du CD61 dans les EPCs est la plus faible en 
comparaison à celle des monocytes, des plaquettes et des cellules endothéliales matures.[37] 
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Tableau I.I.: La comparaison des caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles des populations d’EPCs issues 
des trois méthodes d’isolation et de culture couramment employées. (CFU-Hill: Unités Formatrices de Colonies 
Hill; CAC: Cellule Angiogénique en Circulation; ECFC: Cellule Formant des Colonies Endothéliales; CD: 
Marqueur de Différenciation; VEGFR-2: Récepteur du Facteur de Croissance de l'Endothélium Vasculaire -2; 
ALDH: Aldéhyde Déshydrogénase; acLDL: Lipoprotéine de Faible Densité acétylée). DP. Basile et al. Circulating 
and tissue resident endothelial progenitor cells, J Cell Physiol. Jan 2014; 229(1): 10–16. 
1.5.1.2 Isolation des EPCs selon l’expression des marqueurs CD34+CD133+KDR+ 
 
Étant donnée l’hétérogénéité des populations cellulaires dérivant des PBMCs et partageant 
des propriétés angiogéniques, plusieurs auteurs ont basé leur isolation d’EPCs d’après la co- 
expression positive des marqueurs hématopoïétiques CD34 et CD133, au sein des 
mononucléaires isolés.[26], [38], [47], [49] 
Au moyen du tri de HSCs CD34+ du bassin de PBMCs, cette méthode repose d’une part sur 
la démonstration que seuls des progéniteurs endothéliaux CD34+ détiennent une activité pro- 
angiogénique : aucune activité pro-angiogénique n’est observée par des cellules CD34–.[38], [49] 
D’autre part, comme les cellules endothéliales matures partagent également l’expression positive 
du CD34, l’évaluation de la co-expression positive du CD133 permet de discriminer les EPCs 
tirant une origine hématopoïétique des CECs, lesquelles dérivent essentiellement de cellules 
endothéliales  matures  détachées  du  lit  vasculaire.[26],   [49],   [50],   [51],   [52]   De  ce  fait,  la    perte 
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d’expression du CD133 se traduit in vitro par la différenciation des EPCs en une lignée 
endothéliale compétente, via l’acquisition d’un meilleur potentiel de sécrétion, de prolifération et 
de vascularisation in vitro, à l’image des ECFCs (Tableau I.I.; p.11).[26], [38], [53], [54], [55] Dans un 
même ordre d’idées, certains auteurs ont remarqué une diminution de l’expression du CD34 
dans la population d’EPCs arrivant aux termes de leur différenciation; celle-ci s’accompagne 
également d’une augmentation en l’expression initiale du marqueur KDR, chez la population 
CD34+CD133+, témoignant dès lors d’un profil angiogénique rehaussé.[28], [53], [56] 
Bien que l’expression des marqueurs CD34, CD133 et KDR ne soit pas restreinte qu’aux 
EPCs, l’évaluation de leur co-expression avec d’autres protéines de surface, dont le CD31, le 
vWf et, en particulier, la VE-cadhérine, permettrait d’identifier in vitro les cellules progénitrices 
rendues à un stade plus avancé de maturation, au cours du processus de différenciation 
endothéliale.[38], [49] 
1.5.1.3 Isolation des EPCs basée sur leur potentiel prolifératif ou d’expansion clonale 
 
En se penchant sur les travaux du groupe d’Asahara et al., des auteurs ont proposé des 
alternatives méthodologiques réduisant d’une part le risque de contamination des cultures 
d’EPCs par des monocytes ou des CECs adhérentes; d’autre part, permettant de discerner, par 
des approches fonctionnelles, différents sous-types d’EPCs pouvant tirer une origine 
hématopoïétique.[21], [26], [38], [39], [40], [47], [57] 
Les premières modifications protocolaires, concernant la période d’incubation et apportées 
par les groupes respectifs d’Ito et de Hill, ont révélé qu’une adhésion de 24 ou de 48 heures des 
monocytes et des CECs, sur fibronectine, permettait de séparer ces cellules matures des 
précurseurs appelés à devenir des EPCs.[26], [38], [47] Ces derniers constituent la fraction non- 
adhérente des PBMCs, dont le réensemencement sur fibronectine engendre, entre 4 à 9 jours, la 
formation de colonies à faible potentiel prolifératif, nommées CFU-Hill, pour unités formatrices 
de colonies Hill.[26], [38], [47] Le profil d’expression génique et phénotypique des CFU-Hill 
ressemblant à celui des CACs (Tableau I.I.; p.11), cette méthode tire son utilité dans  la 
prédiction du risque d’événements cardiovasculaires chez les sujets atteints de maladies 
cardiovasculaires.[26], [38], [47] 
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Une seconde alternative à l’isolation d’EPCs repose sur l’identification de progéniteurs 
endothéliaux capables de générer in vitro des colonies à fort potentiel prolifératif et d’effectuer 
leur expansion clonale sur fibronectine ou collagène et cela, en présence de facteurs de 
croissance endothéliaux, dont le VEGF, l’IGF-1, l’EGF et le FGF.[26], [38], [39], [47] Dans les 2 à 3 
semaines suivant l’ensemencement des PBMCs sur collagène de type I et dans l’EGM-2 10% 
FBS, l’apparition des premières colonies se traduit par une population cellulaire d’aspect 
homogène, présentant néanmoins une certaine hétérogénéité en termes de potentiel prolifératif 
clonal, d’après l’analyse individuelle des cellules appartenant à la colonie.[38], [58] Contrairement 
aux CFU-Hill ou aux CACs, les cellules formant des colonies endothéliales (ECFCs) possèdent 
l’habilité de survivre aux passages cellulaires et de former in vivo de nouveaux vaisseaux 
sanguins.[28], [53] Ce phénotype se rapportant davantage à celui d’une cellule endothéliale mature, 
l’ensemble de ces caractéristiques laisse suggérer que les ECFCs représentent de réels 
progéniteurs endothéliaux (Tableau I.I.; p.11).[28], [53] 
1.5.2 Les principaux sous-types d’EPCs générés in vitro : les early outgrowth cells et les 
endothelial colony forming cells 
 
Bien que la nature précise des EPCs fasse l’objet d’un débat attribué, en partie, à la co- 
expression du VEGFR-2 (un marqueur endothélial non-spécifique) et du CD34 et CD133 (des 
marqueurs hématopoïétiques), leur différenciation in vitro a mené à la caractérisation 
convergente de deux principaux sous-types d’EPCs : 1) les « early outgrowth cells (EOCs) »  ou 
« early EPCs (eEPCs) » ou « CACs » et 2) les « endothelial colony forming cells (ECFCs) »   ou 
« late EPCs (lEPCs) » ou « late outgrowth endothelial cells (OECs) » ou les « EPCs non- 
hématopoïétiques ».[57], [59] 
1.5.2.1 Les EOCs 
 
La culture des PBMCs dans un milieu commercial promouvant leur différenciation en un 
phénotype endothélial, tel l’EGM-2 2% FBS, conditionne la génération d’EOCs dans les quatre 
jours suivant leur isolation sur fibronectine, jusqu’à l’occurrence de 7 jours.[60], [61] Les EOCs 
sont représentées in vitro par une population cellulaire hétérogène affichant un phénotype 
monocytaire/hématopoïétique et endothélial mixte, témoignant de leur expression des marqueurs 
CD14+/–  et CD45+, ainsi que de leur capacité à lier l’Ulex-lectine et d’incorporer   l’Ac-LDL.[53], 
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[62], [63], [64] D’un point de vue morphologique, les EOCs évoluent d’une forme en « crêpe ronde » 
à fusiforme et présentant l’aspect d’une tête à épingle, en l’absence de cellules formant des 
colonies à la manière des cellules endothéliales matures.[63] 
L’évaluation du potentiel angiogénique in vitro des EOCs, sur Matrigel, démontre que cette 
population cellulaire ne forme pas de tubes vasculaires : elle coopère plutôt à la néo- 
vascularisation in vivo via la sécrétion de facteurs paracrines (ex. le VEGF, l’IL-8, le HGF, l’IL- 
2, le G-CSF et le GM-CSF), lesquels stimuleraient une population endothéliale progénitrice 
résidant dans le tissu endothélial, soient les ECFCs.[65]  Cette dernière participerait à la formation 
de nouveaux vaisseaux sanguins. [38],  [40],  [45],  [53],  [66],  [65]  Bien qu’en moindre partie, les     EOCs 
interviennent aussi dans l’angiogenèse et ce, à travers leur incorporation dans les cellules 
endothéliales; cette dernière est facilitée par leur sécrétion de MMP-9.[53] La sécrétion  de 
facteurs pro-angiogéniques par les EOCs, tels que le CCL3/4/18 ou le CXCL12/16, l’IL-27β, 
l’IGF-1 ou l’IL-10, promeut également l’angiogenèse physiologique ou pathologique. Par 
exemple, la signalisation induite par la chimiokine CCL3 dans les cellules tumorales associées 
aux cellules endothéliales l’implique dans le remodelage pathologique des vaisseaux sanguins; 
l’expression de l’IL-10 est jumelée à une haute activité angiogénique, laquelle atténue 
l’extravation des lymphocytes dans la réponse anti-tumorale.[40], [65] 
L’expression conjointe du CD163 (un antigène de surface pro-angiogénique) avec les 
marqueurs CD11b, CD11c, CD31, CD133, CD34, VEGFR-2/KDR, vWF et Tie-2 révèle une 
signature phénotypique pour les EOCs.[7], [53], [67] La faible production d’oxyde nitrique (NO) par 
les EOCs contribue aussi à leur biologie et à leurs fonctions angiogéniques aux sites actifs de 
néo-vascularisation.[68] 
1.5.2.2 Les ECFCs 
 
La culture des PBMCs dans un milieu commercial promouvant leur différenciation en un 
phénotype endothélial, tel l’EGM-2 10% FBS, conditionne la génération d’ECFCs dans les 14 à 
21 jours suivant leur isolation sur collagène de type I.[39], [69], [70] Les ECFCs sont représentées in 
vitro par une population cellulaire homogène possédant un potentiel prolifératif élevé et des 
caractéristiques endothéliales, dont la liaison à l’Ulex-lectine et l’incorporation d’Ac-LDL.[53], 
[62],  [63]   D’un  point  de  vue  morphologique,  les  ECFCs  constituent  une  population cellulaire 
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polygonale, proliférant sous la forme d’une monocouche à confluence variable et apte à 
l’expansion clonale par passages cellulaires subséquents, à la manière des cellules endothéliales 
matures. [58], [63], [71] 
Le potentiel angiogénique des ECFCs dépend d’interactions coordonnées entre intégrines 
avec la matrice cellulaire, ainsi que du recrutement péricellulaire de protéases, incluant l’uPA, 
les métalloprotéinases MT1-MMP et MMP-2 et la cathepsine L.[72] Dans un même ordre d’idées, 
la capacité accrue des ECFCs à s’incorporer aux sites de néo-vascularisation est le reflet d’une 
interaction plus fine avec les cellules endothéliales matures, via notamment des jonctions serrées 
et adhérentes (ex. la cadhérine, la β-caténine et l’expression du ZO-1).[57] In vivo, les ECFCs 
favorisent ainsi la formation de réseaux micro-vasculaires.[41] 
À l’opposé des EOCs, les ECFCs n’expriment pas les marqueurs hématopoïétiques CD133, 
CD14 ou CD45, mais possèdent les marqueurs endothéliaux CD105 et CD146, tout  en 
exprimant le CD31, CD34, CD144, VEGFR-2/KDR, vWF et le Tie-2.[50], [53], [57], [63] En réponse 
au VEGF, la production de NO, régulée par la voie de signalisation du KDR dans les ECFCs, est 
à des niveaux plus élevés que ceux retrouvés dans les EOCs; la formation de tube vasculaire par 
les ECFCs tient en fait à cette production élevée en NO, laquelle représente une compétence 
endothéliale dépendante de la fonction de l’enzyme eNOS.[65], [73] 
1.6 Les rôles physiologiques des EPCs 
 
1.6.1 La néo-vascularisation post-natale 
 
En réponse à un endommagement vasculaire ou en conditions d’hypoxie, les EPCs résidants 
dans la moelle osseuse sont mobilisées aux sites vasculaires lésés, par l’entremise de cytokines 
(ex. le VEGF, le SDF-1, le sKitL), de facteurs de croissance (ex. le G-CSF, le GM-CSF, le FGF, 
le HIF-1α) ou de régulateurs enzymatiques (ex. les MMPs 2 et 9) régulant la relâche des 
progéniteurs endothéliaux dans la circulation périphérique.[7], [74], [75], [76] Par exemple, la 
conversion du ligand membranaire KitL, par la MMP-9, en un facteur de survie cellulaire, le 
sKitL, privilégie la rétention dans le sang périphérique des progéniteurs endothéliaux VEGFR- 
2+.[7] Leur liaison au VEGF, libéré par le microenvironnement inflammatoire (Figure 1.4; p.17), 
conditionne, avec le SDF-1 sécrété par les plaquettes, la régulation positive de l’expression de 
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marqueurs endothéliaux par les EPCs, où celle-ci promeut leurs fonctions vasculaires dans 
l’angiogenèse et dans la vasculogenèse.[7], [74], [77] 
La contribution des EPCs à l’angiogenèse tient à leur capacité à favoriser la prolifération et 
la migration des cellules endothéliales résidant dans un lit vasculaire préexistant (Figure 1.4; 
p.17) : ce phénomène est contrôlé par la présence de cytokines pro-angiogéniques et de  facteurs 
de croissance sécrétés par les EOCs, tels que le CCL3/4/18, le CXCL12/16, l’IL-27β, l’IGF-1 et 
l’IL-10.[40], [53], [65], [78] En ce qui a trait au processus de vasculogenèse, les EPCs y interviennent 
en participant de novo à la formation de vaisseaux sanguins et cela, via leur migration, leur 
prolifération, leur différenciation ou leur incorporation in situ à l’intérieur de l’architecture du 
vaisseau en régénération (Figure 1.4; p.17).[78] En particulier, des études portant sur les rôles 
distincts des EOCs et des ECFCs dans la néo-vascularisation ont souligné l’effet synergique de 
leurs fonctions in vivo sur l’amélioration du processus physiologique.[53] Ainsi, la sécrétion 
paracrine d’IL-8 et du VEGF par les EOCs augmente la capacité proliférative, migratoire et de 
formation de tubes capillaires des ECFCs.[40], [53] En outre, la stimulation autocrine ou paracrine 
des EOCs et des ECFCs par les cytokines mentionnées ci-haut influe sur leur potentiel invasif, 
en réponse à une hausse de leur expression respective en MMPs, comme la MMP-9 et la MMP- 
2.[40], [53] 
1.6.2 La régénération du tissu vasculaire 
 
La réponse inflammatoire engendrée par un endommagement vasculaire (ex. via l’entrée en 
apoptose des cellules endothéliales matures) constitue un point de départ au recrutement et à la 
mobilisation des EPCs aux sites de lésions vasculaires.[77] Par exemple, dans un contexte de 
dysfonction endothéliale, les cellules endothéliales apoptotiques affichent une activité pro- 
coagulante marquée et acquièrent des propriétés pro-adhésives associées au développement et à 
la stabilité de la plaque athéroscléreuse.[79], [80], [81] De nouvelles données littéraires supportent en 
fait un rôle des neutrophiles dans le recrutement et dans l’activation des ECFCs, via une 
interaction médiée par le ligand glycoprotéique de la sélectine P (PSGL-1) et la sélectine L.[74], 
[78], [82] Les plaquettes participent également au recrutement et à la mobilisation des EPCs, aux 
sites vasculaires endommagés, notamment via leur relâche en SDF-1, tout en contribuant à la 
différenciation de ces progéniteurs en cellules endothéliales matures; les mécanismes de cette 
différenciation in vivo demeurent toutefois à l’étude.[42], [83], [84], [85] 
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Figure 1.4: L’implication des EPCs dans la néo-vascularisation post-natale. (EPC: Cellule Progénitrice 
Endothéliale; EC: Cellule Endothéliale; FGF: Facteur de Croissance des Fibroblastes; VEGF: Facteur de Croissance 
de l’Endothélium Vasculaire). CP. Lin et al. Endothelial Progenitor Cell Dysfunction in Cardiovascular Diseases: 
Role of Reactive Oxygen Species and Inflammation, Hindawi Publishing Corporation, BioMed Research 
International, Volume 2013, Article ID 845037, 10 pages. 
 
Les travaux du groupe de Yang Z et al. suggèrent que les EOCs puissent remédier au 
phénomène d’apoptose observée dans les cellules endothéliales matures, en prévenant, via la 
relâche de cytokines paracrines, cette mort cellulaire programmée induite par des dérivés réactifs 
de l’oxygène (ROS).[86] En parallèle, la réparation endothéliale induite par les ECFCs serait le 
résultat de leur fine interaction avec le lit vasculaire lésé.[57]  Cette interaction serait régulée    par 
une cascade d’événements cellulaires comprenant des étapes initiales de roulement, d’adhésion, 
puis d’incorporation dans l’endothélium.[57] À ce niveau s’initierait la différenciation des ECFCs 
en de nouvelles cellules endothéliales matures pour restituer les propriétés de l’endothélium 
endommagé, dont sa sécrétion en NO et la régulation du tonus vasculaire (Figure 1.5;    p.18).[41], 
[57], [59], [78], [87] 
 
 
Les données actuelles tentent cependant de mettre en lumière les mécanismes intracellulaires 
qui sous-tendent la différenciation des ECFCs en cellules endothéliales matures. Celles-ci 
permettraient d’établir un lien entre ce phénomène et le potentiel prolifératif d’une population 
endothéliale souche dans le remplacement de cellules endothéliales apoptotiques ou 
dysfonctionnelles.[23], [25], [28], [29], [36], [58], [87], [88], [89] 
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Figure 1.5: L’implication des EPCs dans la réparation vasculaire. (EPC: Cellule Progénitrice Endothéliale; ROS: 
Dérivés Réactifs de l’Oxygène). CP. Lin et al. Endothelial Progenitor Cell Dysfunction in Cardiovascular Diseases: 
Role of Reactive Oxygen Species and Inflammation, Hindawi Publishing Corporation, BioMed Research 
International, Volume 2013, Article ID 845037, 10 pages. 
 
1.7 Le rôle des EPCs dans les maladies cardiovasculaires 
 
1.7.1 Les EPCs dans l’ischémie aiguë et l’inflammation chronique 
 
Des études cliniques évaluant l’impact de l’inflammation, progressant avec la maladie 
cardiovasculaire, sur le nombre et la fonction des EPCs en circulation ont démontré une certaine 
corrélation entre la dysfonction des EPCs et la récurrence des événements cardiovasculaires, 
telle que décrite, par exemple, chez les patients atteints du syndrome coronarien aigu.[77], [78], [90] 
Dans un contexte d’ischémie aiguë, les EPCs préviennent la nécrose du tissu cardiaque et la 
récidive de crises, en favorisant d’une part la restructuration du réseau capillaire affecté par 
l’occlusion thrombotique (ex. via l’augmentation de la perfusion collatérale); d’autre part, en 
limitant le remodelage du tissu cicatriciel, via, par exemple, une régulation de la production en 
MMP-2 par les ECFCs.[91], [92], [93] 
Néanmoins, selon le contexte pathologique donné, le rôle ambivalent de l’inflammation dans 
la fonction des EPCs a été soulevé. En réponse à une variation locale d’une inflammation aiguë, 
celui-ci s’avérerait bénéfique à la stimulation de la prolifération des EPCs, alors qu’en réponse à 
une inflammation systémique chronique, le niveau d’EPCs circulants se retrouverait à la baisse, 
faute de leur entrée en apoptose en présence de concentrations élevées en CRP.[78]  En   réduisant 
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l’expression de l’eNOS dans les EPCs, la CRP serait responsable de l’inhibition de la 
différenciation des EPCs et de leur entrée en apoptose, accompagnées d’une diminution de leurs 
capacités migratoire, pro-angiogénique et de prolifération clonale.[78] 
1.7.2 La dysfonction endothéliale et l’évolution de la plaque athéroscléreuse 
 
L’établissement de la plaque athéroscléreuse se veut la conséquence d’une dysfonction 
endothéliale, au cours de laquelle est observée une diminution en l’apport d’oxygène au niveau 
de l’intima.[8] La néo-vascularisation du vasa vasorum induite par les EPCs permettrait de 
compenser ce déficit en oxygène, via l’angiogenèse, en privilégiant la restauration  des 
conditions homéostatiques de l’endothélium vasculaire (Figure 1.6; p.19). De plus, la présence 
d’un tel réseau micro-vasculaire médierait la réduction du contenu lipidique de la plaque; sa 
régression se traduirait par le transport inverse du cholestérol et par la libération des 
macrophages hors des sites riches en lipides, en conséquence par la stabilisation de la plaque 
athéroscléreuse.[8] 
 
 
 
Figure 1.6: Le rôle des EPCs dans le maintien de l’intégrité vasculaire. (LDL: Lipoprotéine de Faible Densité; TF: 
Facteur Tissulaire; MMPs: Métalloprotéinases). PR. Moreno et al. Promoting mechanisms of vascular health: 
circulating progenitor cells, angiogenesis, and reverse cholesterol transport, J Am Coll Cardiol. 2009 Jun 23; 
53(25):2315-23. 
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Or, en s’appuyant sur de nouvelles données littéraires, un rôle divergent serait proposé aux 
EPCs dans la résolution du thrombus plaquettaire. En possédant à la fois des propriétés pro- 
coagulantes [ex. l’expression du facteur tissulaire (TF)] et anticoagulantes ou fibrinolytiques (ex. 
l’activation de la CRP ou l’expression de l’uPA et son récepteur analogue, l’uPAR), les EPCs 
influenceraient l’accélération ou le ralentissement de l’évolution de la plaque athéroscléreuse.[8] 
Dans un même ordre d’idées, l’angiogenèse observée précédemment par les EPCs pourrait 
s’avérer délétère à l’homéostasie vasculaire, dans la mesure où ce potentiel angiogénique 
conduirait à la rupture de la plaque et à la génération d’un thrombus occlusif.[8], [48], [78], [82], [94], 
[95], [96], [97] 
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Chapitre 2 
Les TRAFs 
 
2.1 Introduction 
 
Les protéines adaptatrices, exemples de protéines propagatrices du signal intracellulaire, se 
sont révélées une classe émergeante favorisant la spécificité du signal, notamment en fonction de 
la séquence de leur domaine de liaison protéique, de leur compartimentation cellulaire et de leur 
proximité à des partenaires de liaison.[98] Parmi ces dernières, les facteurs associés  aux 
récepteurs du facteur de nécrose tumorale (TRAFs) représentent une famille à part de molécules 
adaptatrices nécessaires à la transduction de certains signaux intracellulaires.[99], [100], [101] 
L’implication des TRAFs à la fois dans la régulation de la survie, de la mort ou de la 
différenciation cellulaire, dans l’immunité innée ou adaptative et dans l’inflammation, ainsi que 
leur expression ubiquitaire en font des candidats intéressants dans l’étude de maints systèmes, 
dont le système cardiovasculaire.[99], [100], [101] Dans ce chapitre seront abordées une revue des 
TRAFs dans la signalisation en aval de diverses familles de récepteurs clés, leur structure 
protéique, de même que leurs fonctions biologiques. 
 
2.1.1 Les TRAFs dans la transduction des signaux cellulaires 
 
2.1.1.1 Les TRAFs dans la signalisation intracellulaire des TNFRs 
 
L’étude des fonctions des récepteurs de la superfamille du facteur de nécrose tumorale 
(TNFRs) a permis de caractériser leur implication dans la réponse immunitaire à deux niveaux, 
soit dans l’induction de la mort cellulaire programmée, l’apoptose, ou dans l’apport de signaux 
de co-stimulation régulant la réponse immunitaire adaptative.[102] Dans un même ordre d’idées, 
ces fonctions respectives sont remplies par deux classes de récepteurs appartenant aux TNFRs   : 
1) les TNFRs possédant un domaine de mort en leur région intracellulaire (ex. les TNFR1/2 et 
les récepteurs Fas et TRAIL-R1/2) versus 2) les TNFRs dépourvus d’un tel domaine  et 
consistant en la présence de motifs liant les molécules adaptatrices TRAFs (ex. les récepteurs 
CD40 et BAFF-R).[102], [103], [104], [105], [106], [107], [108] 
De manière générale, une caractéristique partagée par la plupart des TNFRs est l’absence 
structurelle de domaine de mort intracellulaire ou d’activité enzymatique intrinsèque en leur 
région cytoplasmique.[99] Le recrutement des TRAFs à des sites spécifiques aux TNFRs, au 
moyen de motifs interagissant avec les TRAFs (TIMs), est requis pour l’assemblage de 
complexes  protéiques  induisant  la transduction du signal  en aval  des  TNFRs.[99]  À ce niveau, 
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l’interaction des TRAFs avec leur TNFR peut également être indépendante d’une liaison aux 
TIMs et s’opérer via une interaction avec d’autres TRAFs recrutés à la  membrane 
cytoplasmique,  en  fonction  du  type  de  récepteur  et  du  contexte  cellulaire  donné  (ex.      le 
recrutement du TRAF2 via le TRAF3 dans la voie de signalisation du récepteur BAFF-R des 
cellules B).[103], [109], [110] 
Les principales voies de signalisation activées en aval des TNFRs sont les voies canonique et 
non canonique du NF-κB, celle du PI3K et des MAPKs, incluant les voies ERK, p38 et JNK, 
lesquelles convergent vers la régulation de la survie, de la mort, de la prolifération ou de la 
différenciation cellulaire et l’activation de fonctions biologiques, selon le type cellulaire et le 
contexte environnemental donné (Figure 2.1; p.23).[103], [109] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2.1: Les voies de signalisation activées par les TRAFs en aval des TNFRs. (TRAF: Facteur Associé au 
Récepteur du Facteur de Nécrose Tumorale (TNFR); TIM: Motif Interagissant avec le TRAF; TRADD: Domaine de 
Mort Associé au TNFR1; RIP: Protéine Interagissant avec le Récepteur; ERK: Kinase Régulatrice Extracellulaire; 
IKK: Kinase IκB; NIK: Kinase Inductrice du NF-κB; PI3K: Phosphoinositide 3-Kinase; ASK1: Kinase Régulant le 
Signal de l’Apoptose 1; GCK: Kinase du Centre Germinal; MKK: polypeptide  de Kinase de  protéine Kinase 
activée par des agents Mitogènes; JNK: Kinase N-terminale c-Jun). PW. Dempsey et al. The signaling adaptors and 
pathways activated by TNF superfamily, Cytokine Growth Factor Rev. 2003 Jun-Aug; 14 (3-4):193-209. 
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2.1.1.2 Les TRAFs dans la signalisation intracellulaire des PRRs 
 
La reconnaissance pathogénique ou d’un endommagement tissulaire est médiée en la 
présence de récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires, désignés PRRs.[103], [111] Trois 
familles de PRRs sont responsables de la détection de motifs moléculaires associés aux 
pathogènes (PAMPs) ou aux dommages (DAMPs) : 1) les récepteurs Toll-like (TLRs); 2) les 
récepteurs NOD-like (NLRs) et 3) les récepteurs RIG-I like (RLRs).[103] Avec l’étude des  voies 
de signalisation en aval des récepteurs membres des PRRs, des rôles distincts pour chacun des 
TRAFs ont été découverts.[103] 
2.2 La structure des TRAFs 
 
La signature moléculaire des TRAFs leur confère l’habileté d’induire des signaux 
intracellulaires, à partir de leur interaction avec différents types de récepteurs, afin d’aboutir à la 
génération de divers événements cellulaires médiés par des voies de signalisation  distinctes.[111], 
[112], [113], [114], [5] À l’exception du TRAF1, les TRAFs 2 à 7 possèdent en leur région  N-terminale 
un domaine à doigt conservé RING et un nombre varié de domaines adjacents à doigts de zinc 
(Figure 2.2; p.25).[112], [114] L’étude des voies de signalisation en aval des TRAFs 2, 3, 6 et 7 a 
révélé un rôle de leur domaine RING dans des événements d’ubiquitination régulant l’activation 
de telles voies, dont l’activation des voies NF-κB et JNK via le domaine RING du TRAF2.[112], 
[113], [114], [115], [116] D’un autre côté, l’ensemble des TRAFs partage en leur séquence N-terminale 
une région Coiled-Coil (CC) (Figure 2.2; p.25), laquelle est responsable de l’oligomérisation des 
TRAFs dictant la spécificité du signal envers leur récepteur.[112], [114], [116] La présence d’un 
domaine Carboxy-terminal (TRAF-C) dans tous les TRAFs, hormis le TRAF7  (Figure 2.2; 
p.25), contribue également au phénomène d’oligomérisation observée et privilégie   l’interaction 
de ces TRAFs avec des protéines de la famille des TNFRs (ex. l’association du TRAF2 au 
TNFR2 et au TRADD) et d’autres médiateurs intracellulaires, à l’intérieur des voies de 
signalisation activées.[117] La particularité du domaine WD40, appartenant au TRAF7 (Figure 
2.2; p.25), réside dans sa capacité à interagir avec une kinase clé dans l’activation de la voie NF- 
κB induite par le TNF, soit la kinase MEKK3 en amont de la voie des MAPKs.[114] 
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Figure 2.2: La structure protéique des TRAFs. (TRAF: Facteur Associé au Récepteur du Facteur de Nécrose 
Tumorale; RING: Domaine Really Interesting New Gene; CC: Domaine Coiled-Coil; TRAF-C; Domaine Carboxy- 
terminal du TRAF). Hachem, A. (2012). CD40 Signalling in Platelet Function (Ph.D. thesis). Récupérée de 
https://papyrus.bib.umontreal.ca/jspui/.../Hachem_Ahmed_2012_these.pdf 
 
2.3 Les membres de la famille des TRAFs et leurs fonctions biologiques 
 
2.3.1 TRAF1 
 
Un rôle dans la régulation négative de la voie NF-κB a été proposé pour le TRAF1.[108], [118], 
[119] L’induction de l’expression génique du TRAF1, médiée en présence de l’activation de la 
voie NF-κB par le TRAF2, servirait de boucle de rétroaction négative qui influencerait 
l’oligomérisation du TRAF2, cette dernière importante pour sa fonction de signalisation.[108], [118], 
[119] Concernant la régulation de la survie cellulaire, le TRAF1 induirait des fonctions anti- 
apoptotiques via son recrutement au complexe protéique TNFR1-TRADD, lequel inhiberait 
l’activation de la caspase 8 dépendante du TNF-α.[108] 
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2.3.2 TRAF2 
 
Un rôle dans l’activation des voies canonique et non canonique du NF-κB, des MAPKs et du 
JNK a été suggéré pour le TRAF2, où ce dernier médierait des effets cytoprotecteurs en réponse 
à une stimulation cellulaire par le TNF-α.[108], [120] Par exemple, la régulation indirecte de la 
transcription du facteur LKLF, par le TRAF2, a été associée au contrôle de la sensibilité 
cellulaire à l’apoptose.[121] D’un point de vue d’homologie de séquence, des rôles redondants 
pour les TRAFs 2 et 5 ont également été notés dans la voie de signalisation du NF-κB induite 
par le TNF-α : ces derniers contribueraient à la protection cellulaire contre l’apoptose, en 
activant des voies anti-apoptotiques dépendantes ou indépendantes de celle du NF-κB.[108], [122] 
2.3.3 TRAF3 
 
De récentes données ont révélé des rôles distincts pour le TRAF3 au regard des voies 
habituelles de signalisation activées par les TRAFs : le TRAF3 agirait d’une part à titre de 
régulateur négatif de la voie non canonique du NF-κB et dans l’activation des MAPKs; d’autre 
part, le TRAF3 régulerait de manière positive la production d’interférons de type 1, par 
conséquent  deux  fonctions  cellulaires  l’impliquant  dans  la régulation  de  l’immunité innée et 
adaptative.[108],  [123]   En  particulier,  un  rôle  dans  la  régulation  négative  de  l’homéostasie des 
cellules B, au cours de leur maturation cellulaire, a été proposé pour le TRAF3; en parallèle, le 
TRAF3 régulerait la production des divers sous-types de cellules T.[124] 
2.3.4 TRAF4 
 
La structure du TRAF4 et sa fonction biologique en font un membre unique de la famille des 
TRAFs.[108], [125], [126] D’une part, la présence de signaux de localisation nucléaire (NLS) dans la 
région N-terminale du TRAF4 lui permet d’induire directement des signaux intracellulaires au 
noyau, pour la régulation de l’expression génique.[125], [126] De plus, la caractérisation de résidus 
non conservés en sérine et phénylalanine, du domaine C-terminale du TRAF4, médie 
l’association de ce dernier à des récepteurs différents de ceux requérant les motifs TIMs ou 
appartenant à d’autres systèmes, tel le système nerveux ou respiratoire.[108], [125], [126] D’autre part, 
outre sa fonction de protéine adaptatrice, le TRAF4 s’est révélé un régulateur de maints procédés 
cellulaires, dont la production en ROS, l’inhibition des voies pathologiques activées par l’IL-17 
ou celle du NF-κB induite par le NOD2.[126] 
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2.3.5 TRAF5 
 
Tel que mentionné auparavant, le TRAF5 coopère avec le TRAF2 à la protection cellulaire 
contre l’apoptose, via l’activation des voies anti-apoptotiques dépendantes ou indépendantes de 
celle du NF-κB.[108], [122] Le TRAF5 participe également à la régulation des fonctions 
immunitaires, dont la survie des lymphocytes T dépendante de signaux de co-stimulation, via le 
CD27, ou la régulation négative de la voie TLR dans les lymphocytes B.[124], [127] Des études 
portant sur la voie de signalisation du CD40 ont démontré que la formation d’hétérodimères 
entre les TRAF3 et 5 permet aussi le recrutement membranaire du TRAF5, ce dernier pouvant 
alors faciliter l’activation de la voie NF-κB médiée par le TRAF3.[128] 
2.3.6 TRAF6 
 
Des études de fonctions, sur des modèles murins déficients en TRAF6, ont révélé que 
l’absence des fonctions médiées par de ce dernier ne peut être comblée par la présence d’autres 
TRAFs, suggérant alors l’implication du TRAF6 dans d’importants processus cellulaires.[108], 
[129], [130] Ceux-ci incluent l’activation des voies NF-κB et MAPKs via le récepteur à l’IL-1, 
l’activation de la voie NF-κB dépendante du MyD88 via le TLR4, la maturation in vitro et in 
vivo des cellules dendritiques, l’organogenèse des ganglions lymphatiques, la tolérance centrale 
des cellules T, le développement des annexes de la peau et la régulation du système nerveux.[108], 
[129], [130] 
 
 
2.3.7 TRAF7 
 
Un rôle dans la régulation positive de l’apoptose, en aval de la voie JNK, a été proposé pour 
le TRAF7 : ce dernier y potentialiserait l’activation des facteurs de transcription AP-1 et CHOP 
impliqués dans l’arrêt du cycle cellulaire et dans l’induction de l’apoptose.[108], [131], [132] De 
récentes données ont aussi permis d’éclaircir le mécanisme cellulaire induisant l’apoptose sous 
l’effet du TRAF7 : la promotion de la mort cellulaire par le TRAF7 s’opérerait via la régulation 
d’événements de polyubiquitination et de dégradation lysosomale de la protéine c-FLIP, un 
régulateur négatif de la voie apoptotique.[108], [114], [133] 
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2.4 Les TRAFs dans la voie de signalisation du CD40L/CD40 
 
2.4.1 La nature et la fonction du CD40L 
 
Le CD40L est une glycoprotéine transmembranaire de type II, d’un poids moléculaire de  32 
à 39 kDa et appartenant aux ligands membres de la superfamille du TNF.[134], [135], [136], [137] 
Découverte lors de l’établissement de la présentation antigénique entre les lymphocytes T et B, 
la fonction du CD40L s’étend bien au-delà d’une molécule de co-stimulation dans la réponse 
adaptative : son expression dans les lymphocytes activés, les cellules endothéliales, les cellules 
musculaires  lisses  (SMCs),  les  plaquettes,  ainsi  que  son  induction  dans  les  monocytes, les 
cellules NK, les mastocytes et les basophiles l’implique dans l’immunité cellulaire et humorale, 
de même que dans l’homéostasie vasculaire.[134], [135], [136], [138] La forme soluble du ligand 
(sCD40L), le produit des plaquettes activées, représente plus de 95% de la biodisponibilité de 
cette molécule pro-inflammatoire.[138], [139] Dans un contexte d’athérosclérose, le sCD40L induit 
la production et la relâche de cytokines pro-inflammatoires et de MMPs, stabilise le thrombus 
riche en plaquettes et freine la réparation endothéliale.[138] La forme trimérique du CD40L lui 
confère son activité biologique complète, en vue d’une signalisation intracellulaire soutenue, 
dont la cascade est initiée via la trimérisation du CD40 au CD40L, par le ligand lui-même.[137] 
2.4.2 La nature et la fonction du CD40 
 
Le CD40 est une protéine membranaire de type I, d’un poids moléculaire de 40 à 45 kDa et 
membre de la superfamille des TNFRs.[134], [135], [136] Ayant initialement été caractérisée dans les 
lymphocytes B, l’expression du CD40 dans les cellules dendritiques, les macrophages, les 
monocytes, les plaquettes et les cellules épithéliales, endothéliales et mésenchymateuses 
l’implique dans les réponses immunitaires et inflammatoires, incluant le système vasculaire.[137] 
La liaison du CD40L au CD40 induit la forme trimérique du récepteur nécessaire à la 
propagation du signal. Cette dernière est assurée via l’association des TRAFs au CD40 pour 
induire des réponses cellulaires variées, dont la relâche de chimiokines, la régulation positive de 
molécules d’adhésion, la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, de MMPs, du TF et de 
médiateurs de l’apoptose.[137] La stimulation du CD40 au CD40L active les voies des MAPKs, 
dont ERK, JNK et p38 MAPK, la cascade PI3K/Akt, NF-κB et STAT, en fonction du type 
cellulaire et du contexte environnemental donné (Figure 2.3; p.30).[134], [136] 
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2.4.3 Le rôle des TRAFs dans la signalisation du CD40 
 
La spécificité du signal engendré par la stimulation du CD40 au CD40L est dictée par 
l’interaction des TRAFs à des sites spécifiques sur la portion cytoplasmique de leur récepteur; le 
contexte environnemental et le type cellulaire influencent également l’expression des TRAFs, 
ainsi que la régulation de voies de signalisation intracellulaires distinctes par ces derniers.[112], 
[128], [136], [140] L’analyse mutationnelle des TRAF1, 2, 3 et 6 a révélé que ces derniers s’associent 
de manière directe au domaine cytoplasmique du CD40; la liaison indirecte du TRAF5 au CD40 
passerait par la formation d’hétéro-oligomères entre les TRAF3 et 5.[141], [142] La liaison des 
TRAF1, 2 et 3 à la même région cytoplasmique du CD40 entraînerait une compétitivité du 
signal; le TRAF6 médierait ses fonctions cellulaires en se liant à un site distant.[140], [141], [142] 
Des études ont proposé que la liaison du TRAF1 au TRAF2 régule le degré d’activation de la 
voie NF-κB induite par le TRAF2, en aval du CD40 (Figure 2.3; p.30).[142], [143] L’expression 
conjointe des TRAF2 et 3 semble bénéfique à la recombinaison de classe induite par le CD40 
dans les cellules B.[144] L’interaction du TRAF5 au TRAF3 viendrait lever l’inhibition des voies 
canonique et non-canonique du NF-κB induite par le TRAF3 (Figure 2.3; p.30).[145] Des études 
ont suggéré que la présence moléculaire du TRAF6 serait requise dans la transduction 
dépendante des signaux induite par le TRAF2, et cela en aval du CD40 dans les cellules non- 
hématopoïétiques; l’intégrité du TRAF6 assurerait l’activation des voies NF-κB, JNK, p38 
MAPK et Akt, ainsi que la régulation de ces dernières via l’association du TRAF6 au TRAF2 
(Figure 2.3; p.30).[146] 
En réponse à une stimulation au CD40L, la voie de signalisation du CD40 initie une myriade 
d’événements cellulaires, allant de la différenciation des lymphocytes B à la régulation de la 
prolifération, de la survie et de l’apoptose, à la production de cytokines pro-inflammatoires et de 
prostaglandines, à l’élaboration d’une activité pro-coagulante, à l’induction de molécules de  co- 
stimulation ou d’adhésion cellulaire, en vue d’établir une immunité cellulaire et humorale 
(Figure 2.3; p.30).[147] 
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Figure 2.3: Les événements cellulaires induits par la signalisation du CD40 dépendante ou indépendante des 
TRAFs. (TRAF: Facteur Associé au Récepteur du Facteur de Nécrose Tumorale; Akt (PKB): Protéine kinase B; 
STAT: Transducteur du Signal et Activateur de Transcription; GC: Centre Germinal). R. Elgueta et al. Molecular 
mechanism and function of CD40/CD40L engagement in the immune system, Immunol Rev. 2009 May; 
229(1):152-72. 
 
2.5 Le rôle de l’axe CD40L/CD40/TRAFs dans les fonctions cellulaires 
 
2.5.1 Les monocytes 
 
L’interaction du CD40L des cellules T avec le CD40 des monocytes induit chez ces derniers 
l’expression de molécules de co-stimulation, entre autres le CD80 et le CD86, favorable à la 
présentation antigénique.[135] Dans un même ordre d’idées, l’activation du CD40 des monocytes 
entraîne la hausse de leur survie, leur sécrétion de cytokines incluant l’IL-1, l’IL-6, l’IL-8, l’IL- 
10, l’IL-12, le TNF-α, la MIP-1α et les MMPs, l’augmentation de leur activité tumoricide, ainsi 
que leur synthèse d’NO.[135] L’étude des voies MAPK activées en aval du CD40 dans les 
monocytes a révélé l’expression constitutive des ARNm des TRAF1-6, avec une augmentation 
des  niveaux  d’ARNm  du  TRAF1,  en  présence  du  CD40L.  Cette  même  stimulation  induit 
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l’activation des voies ERK1/2, associées à la sécrétion du TNF-α, de l’IL-6/8, et faiblement celle 
du JNK.[148], [149] 
2.5.2 Les cellules endothéliales vasculaires 
 
La stimulation des cellules endothéliales vasculaires au CD40L induit leur expression en 
molécules d’adhésion, telles que le VCAM-1, l’ICAM-1 et la sélectine E, favorable au 
recrutement des leucocytes.[150], [151], [152] Dans un contexte inflammatoire,  cette même 
stimulation régule la production endothéliale de cytokines pro-inflammatoires, dont celle du LIF, 
de la GM-CSF et de l’IL-6.[135], [150], [152] De plus, l’interaction CD40L-CD40 a été associée à la 
hausse de l’expression basale des TRAF1, 2, 3 et 6 dans les cellules endothéliales 
vasculaires.[100] En particulier, la production d’MCP-1 serait inhibée par les TRAF1, 3 et 6; celle 
de l’IL-6, inhibée par les TRAF1 et 3, mais induite par les TRAF2 et 5; la relâche d’IL-8, réduite 
en présence du TRAF3.[100] En général, l’axe CD40L/CD40 dans les cellules endothéliales 
vasculaires conditionne l’établissement d’un environnement pro-inflammatoire, allant de 
l’interaction avec les monocytes et les lymphocytes, jusqu’au développement de lésions 
athérosclérotiques.[100], [135], [151], [152] 
2.5.3 Les plaquettes 
 
Les données actuelles provenant de l’équipe de Dr Merhi ont mis en lumière la contribution 
de l’axe CD40L/CD40/TRAFs dans la fonction plaquettaire.[153] Les résultats générés par leurs 
travaux ont permis d’élucider les mécanismes intracellulaires induisant l’activation et 
l’agrégation plaquettaire, en aval du CD40. La stimulation plaquettaire au sCD40L induit 
l’association du TRAF2 au CD40; celle-ci s’accompagne de la phosphorylation de Rac1, une 
protéine impliquée dans la réorganisation cytosquelettique, et de celle d’une cible en aval, la 
voie p38 MAPK. Cette dernière participe à la régulation de la polymérisation de l’actine et à 
l’étalement des plaquettes, deux phénomènes concourant à l’agrégation plaquettaire.[153] En 
particulier, l’activation de la voie NF-κB, en aval du CD40, souligne l’importance de l’axe 
CD40L/CD40/TRAFs dans l’activation et dans l’agrégation plaquettaire, faisant de ce dernier 
une cible pertinente pour des études cliniques sur la réduction de désordres thrombo- 
inflammatoires.[107] 
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2.5.4 Les EPCs 
 
Les seules données littéraires supportant la présence de l’axe CD40L/CD40/TRAFs dans les 
EOCs et sa contribution à leur fonction pro-angiogénique dérivent de l’équipe de Dr Merhi.[60], 
[154] Cette équipe a confirmé l'existence d'une collaboration entre les EOCs et les plaquettes dans 
la régulation de leurs fonctions. Le sCD40L, via sa liaison au CD40, induit des signaux dans les 
EOCs qui renversent leur propriété antiplaquettaire par l’augmentation de la production de 
radicaux libres d’oxygène (ROS). Ces résultats suggèrent l'existence d'un lien entre des  niveaux 
élevés de sCD40L, les fonctions des EPCs et l’activité plaquettaire dans la maladie 
athérothrombotique. Une étude plus récente a révélé, d’une façon plus spécifique, que la 
stimulation des EOCs au sCD40L induit une hausse de leur production de MMP-9, via 
l’activation  de  la  cascade  p38  MAPK;  cette  voie  de  signalisation  serait  régulée  par        le 
recrutement membranaire du TRAF2, où le TRAF1 agirait comme régulateur négatif de 
l’activation du CD40.[60] 
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Chapitre 3 
 
Les cyclo-oxygénases 
 
3.1 Introduction 
 
La régulation du tonus vasculaire, une composante au maintien de l’homéostasie 
cardiovasculaire, repose sur la production équilibrée en vasoconstricteurs, telle la thromboxane 
A2 (TxA2), et en vasodilatateurs, tel le facteur hyperpolarisant endothélial (EDHF).
[155] Les 
données actuelles supportent le rôle essentiel de l’endothélium vasculaire dans ce processus 
physiologique, notamment  via sa sécrétion principale en NO et  en  prostacycline  (PGI2),   deux 
puissants    vasodilatateurs.[156],     [155],     [157],     [158],     [159],     [160],     [161]     Or,    dans    un     contexte 
pathophysiologique, la dérégulation des cyclo-oxygénases (COX), les enzymes responsables de 
la génération de la PGI2, peut conduire à des événements pro-inflammatoires ou pro- 
athérogéniques,  plutôt  qu’anti-inflammatoires.[156],  [155],  [162]   Ce  chapitre  passera  en  revue  la 
fonction de la COX-1 et de la COX-2 dans la régulation de l’homéostasie cardiovasculaire, à 
travers un survol de leur implication physiologique versus pathophysiologique, c’est-à-dire 
l’impact de leur niveau d’expression dans la progression ou dans la réduction de la maladie 
cardiovasculaire. 
3.2 Les cyclo-oxygénases 
 
3.2.1 L’implication des COX dans la voie de biosynthèse des prostanoïdes 
 
La biosynthèse des écosanoïdes (ou médiateurs lipidiques actifs) est un processus clé à la 
régulation de maintes réponses physiologiques, dont l’inflammation, l’hémostase et la 
thrombose, la variation du tonus vasculaire et les réponses immunitaires.[163], [164], [165] En 
particulier, la biosynthèse des prostanoïdes, une sous-catégorie d’écosanoïdes, est régulée par 
l’activité enzymatique des COX-1/2.[163], [164], [165] 
À partir de la conversion de phospholipides membranaires en l’acide arachidonique (AA), 
via l’action de la phospholipase A2, les enzymes COX-1/2 catalysent la conversion de l’AA en 
un intermédiaire lipidique, la prostaglandine G2 (PGG2), puis en la PGH2.
[163], [166], [167], [168] Selon 
le type cellulaire, ce dernier substrat sert à la génération des divers prostanoïdes, sous    l’activité 
de différentes synthases; ceux-ci incluent la PGI2, les prostaglandines D2, E2 et F2α et la TxA2 
(Figure 3.1; p.35).[163], [166], [167], [168] Parmi les médiateurs cellulaires générés précédemment, la 
PGI2 joue un rôle important dans l’homéostasie cardiovasculaire, notamment vis-à-vis de ses 
fonctions  dans  la  vasorelaxation,  dans  l’inhibition  de  l’agrégation  plaquettaire  et  dans     la 
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conduction électrique du cœur. Les cellules endothéliales et les cardiomyocytes sont les 
principales sources où a lieu la synthèse du PGI2.
[164], [169], [170]
 
Le degré d’activité des cyclo-oxygénases peut être régulé selon le contexte cellulaire et 
environnemental.[165], [171], [172] Par exemple, l’expression de la COX-1 se retrouve à la hausse 
dans les plaquettes activées, afin d’augmenter la relâche en TxA2 plaquettaire, un 
vasoconstricteur puissant et responsable de stimuler l’agrégation plaquettaire.[171] En réponse à 
certaines cytokines, facteurs de croissance ou promoteurs tumoraux, l’expression de la COX-2 
est induite sous le contrôle du facteur de transcription pro-inflammatoire NF-κB dans les 
monocytes et dans les macrophages.[165]  Au cours de l’homéostasie cardiovasculaire, l’induction 
de la COX-2 endothéliale contourne des conditions pro-thrombotiques en faveur à  des 
conditions antithrombotiques, en penchant la balance pour une synthèse plus élevée en PGI2 par 
rapport à celle en TxA2  médiée principalement par la COX-1 endothéliale.
[172]
 
 
 
Figure 3.1: L’implication des cyclo-oxygénases dans la voie de biosynthèse des prostanoïdes. (AA: Acide 
Arachidonique; PGH2: Prostaglandine H2; PGI2: Prostacycline; PG: Prostaglandine; Tx: Thromboxane). 
EICOSANOIDS & VASCULAR PHARMACOLOGY. Introduction (cyclooxygenase pathway), [En ligne], 2014. 
[http://www.vascular.free.fr/] (30 septembre 2014). 
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3.2.2 Le rôle des COX dans l’homéostasie cardiovasculaire 
 
3.2.2.1 COX-1 
 
La découverte de la COX-1 remonte aux travaux du groupe de Habenicht et al., menés en 
1985 : celle-ci a suggéré l’existence d’une cyclo-oxygénase ubiquitaire, soit la COX-1, et d’une 
forme de cyclo-oxygénase induite en présence de médiateurs pro-inflammatoires, la COX-2.[156], 
[166], [173] L’activité enzymatique de la COX-1 endothéliale lui permet de catalyser la conversion 
de l’AA en PGH2, où ce dernier sert de substrat à la prostacycline synthase pour la génération de 
PGI2; la relâche de PGI2 contrebalance la sécrétion plaquettaire en TxA2 et ses effets pro- 
thrombotiques ou vasoconstricteurs, dans un contexte inflammatoire.[156], [168], [173] Dans un même 
ordre d’idées, la régulation positive de l’expression en PGI2, sous l’induction conjointe des 
COX-1/2 endothéliales, compenserait la baisse d’une production en NO accompagnant la 
dysfonction endothéliale ou la maladie cardiovasculaire (Figure 3.2; p.37).[155] 
Dans un contexte d’endommagement vasculaire, l’exposition des plaquettes à des éléments 
de la matrice sous-endothéliale, tel le collagène, entraîne chez ces dernières l’activation 
enzymatique de la phospholipase A2.
[174] La génération de TxA2 qui s’en suit est régulée par 
l’activité enzymatique de la thromboxane synthase : cette enzyme utilise comme substrat la 
PGH2, dérivée de l’activité catalytique de la COX-1 plaquettaire, pour produire la TxA2.
[144] La 
sécrétion plaquettaire de TxA2 permet à son tour d’amplifier l’activation initiale des plaquettes et 
celle-ci s’opère via la liaison de l’agoniste aux récepteurs prostanoïdes de la thromboxane, 
exprimés par les plaquettes.[175], [176] D’un autre point de vue, il a été suggéré que la régulation de 
la production en TxA2 puisse être médiée par les récepteurs purinergiques P2Y12, en réponse à 
une stimulation des récepteurs activés par les protéases (PARs) à la thrombine et induisant 
l’agrégation plaquettaire : les PAR1 et PAR4 seraient impliqués dans ce phénomène.[177] 
3.2.2.2 COX-2 
 
Des études portant sur la division cellulaire ont mené à la découverte de la COX-2 et de 
l’implication d’une séquence instable et non traduite, en la région 3’ de son ARN messager, dans 
l’induction de son expression.[166], [173] Bien que de nouvelles données littéraires suggèrent 
également un rôle de la COX-2 dans le rétablissement de l’homéostasie cardiovasculaire (ex. via 
une relâche protectrice en PGI2  du lit vasculaire), sa surexpression dans les SMCs a été  associée 
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à une hausse de production en prostanoïdes alternatifs, dont la PGE2 : ce dernier promouvrait 
l’expression en MMPs au détriment de la survie des SMCs et de la stabilité de la lésion 
vasculaire (Figure 3.2; p.37).[156], [178], [179] 
Sous un autre angle, la PGI2 générée par la COX-2 induit ses effets bénéfiques via la 
vasodilatation des vaisseaux sanguins et l’inhibition de l’activation plaquettaire.[180] De récentes 
données  ont  proposé  que  la  délétion  de  la  COX-2,  chez  le  modèle  murin,  entraîne      une 
diminution de l’excrétion urinaire du métabolite majeur de la PGI2. Celle-ci se traduisant 
notamment par une prédisposition à l’hypertension et à la thrombose, l’absence de la COX-2 a 
également été associée à une dérégulation de l’expression de l’eNOS et de la relâche du NO.[180] 
Comme la sécrétion de NO est reconnue pour favoriser l’inhibition de l’activation plaquettaire, 
alors l’absence de la COX-2 induit indirectement une baisse de cette inhibition. Ainsi, la 
dysfonction endothéliale l’accompagnant résulte en une augmentation de l’agrégation 
plaquettaire.[180] 
 
 
 
Figure 3.2: Les rôles des cyclo-oxygénases dans la santé des vaisseaux sanguins. (PGI2: Prostacycline; PGE2: 
Prostaglandine E2; PGIS: Prostacycline Synthase; COX: Cyclo-oxygénase; MMPs: Métalloprotéinases). D. Bishop- 
Bailey et al. COX-2 in Cardiovascular Disease, Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2006; 26:956-958. 
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3.2.2.3 Le rôle des COX, de la TxA2 et du PGI2 dans les EPCs 
 
Des données littéraires supportent le rôle des COX-1/2 dans l’angiogenèse physiologique ou 
pathophysiologique médiée par les EPCs.[181], [182], [183], [184], [189] Les travaux du groupe d’He et 
al. ont mis en lumière un mécanisme d’action autocrine, dans les EPCs, impliquant la 
biosynthèse du PGI2 en aval du récepteur à la prostacycline. La stimulation de ce dernier a été 
associée à l’activation de la voie COX-1/PGI2/PPARδ responsable de réguler la    différenciation 
des  EPCs  en  cellules endothéliales.[189]  D’autres  auteurs  ont  également  proposé le rôle d’une 
stimulation paracrine de l’IP, au PGI2, dans l’induction de l’expression de l’intégrine d’adhésion 
β1 dans les EPCs; celle-ci serait favorable à leur accumulation aux sites d’ischémie et à 
l’angiogenèse.[182] En parallèle, il a été suggéré que l’expression de la COX-2 régule la 
prolifération des EPCs dans un contexte pathogénique associé aux désordres inflammatoires et à 
divers types de cancer.[181] Dans un même ordre d’idées, la biosynthèse de la TxA2 via la COX-2 
endothéliale, ayant été documentée dans des processus de migration, de survie, angiogéniques et 
métastasiques, constituerait un mécanisme d’action dans les EPCs en réponse à des facteurs 
angiogéniques  comme  le  VEGF.[183]   À  l’inverse,  la  biosynthèse  du  PGI2,  via  la     COX-2, 
représenterait un mécanisme anti-athérothrombotique dans les EPCs recrutées aux sites 
d’inflammation.[184] 
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Chapitre 4 
 
Les oxydes nitriques synthases 
 
4.1 Introduction 
 
La régulation du tonus vasculaire, une composante au maintien de l’homéostasie 
cardiovasculaire, repose sur la production équilibrée en vasoconstricteurs, telle la TxA2, et en 
vasodilatateurs,  tel  le  facteur  hyperpolarisant  endothélial  (EDHF).[155]   Les  données actuelles 
supportent le rôle essentiel de l’endothélium vasculaire dans ce processus physiologique, 
notamment via sa sécrétion principale en PGI2 et en NO, deux puissants vasodilatateurs.
[156], [155], 
[157], [158], [159], [160], [161] Or, dans un contexte pathophysiologique, la dérégulation des oxydes 
nitriques synthases (NOS), les enzymes responsables de la génération du NO, peut conduire à 
des événements pro-inflammatoires ou pro-athérogéniques, plutôt qu’anti-inflammatoires.[156], 
[155], [162] Ce chapitre passera en revue la fonction de la NOS endothéliale (eNOS), la NOS 
inductible  (iNOS)  et  de  la  NOS  neuronale  (nNOS)  dans  la  régulation  de      l’homéostasie 
cardiovasculaire, à travers un survol de leur implication physiologique versus 
pathophysiologique. 
4.2 Les oxydes nitriques synthases 
 
4.2.1 L’implication des NOS dans la voie de biosynthèse du NO 
 
La génération du NO est un aspect important à la régulation de plusieurs processus 
physiologiques, dont le maintien du tonus vasculaire, la prévention de l’adhésion des plaquettes 
et des leucocytes à l’endothélium, le contrôle de la prolifération des SMCs et l’immuno- 
régulation.[185], [186], [187], [188] La biosynthèse du NO est régulée par l’activité enzymatique de trois 
isozymes de NOS, soient l’eNOS, l’iNOS et la nNOS.[185], [186], [187], [188] 
Le NO est le produit de la réaction catalytique des enzymes NOS et implique deux étapes 
d’oxydation de l’acide aminé L-arginine en L-citrulline (Figure 4.1; p.41).[185], [186], [187] Le 
produit intermédiaire de cette réaction, la L-hydroxyarginine, est le résultat de l’hydroxylation 
de la L-arginine médiée en la présence d’un donneur d’électron, la NADPH, et d’autres 
cofacteurs tels que la tétrahydrobioptérine (BH4), la flavine adénine dinucléotide (FAD) et la 
flavine mononucléotide  (FMN).[185],  [186],  [187]  La  L-hydroxyarginine sert également de  substrat 
pour les NOS et son oxydation requière la présence des mêmes cofacteurs énumérés 
précédemment pour produire la L-citrulline et libérer le NO.[185], [186], [187] 
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Dans un contexte d’homéostasie cardiovasculaire, la libération du NO a des portées 
systémiques et locales.[189], [190] Par exemple, la sécrétion en NO médiée par la nNOS contribue 
au contrôle des pressions sanguines systémique et pulmonaire.[189] Au niveau intracellulaire, le 
NO endothélial, généré par l’eNOS, médie ses effets paracrines sur les SMCs et sur  les 
plaquettes : la vasorelaxation et l’inhibition de l’agrégation plaquettaire qui en résultent 
proviennent d’un changement local en la concentration intracellulaire de GMP cyclique.[190] 
 
 
 
Figure 4.1: L’implication des oxydes nitriques synthases dans la voie de biosynthèse du NO. (NADPH: 
Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate; NO: Oxyde Nitrique). SR. Deshpande et al. Nitric oxide 
modulators: An emerging class of medicinal agents, Indian J Pharm Sci. 2012 Nov; 74(6):487-97. 
 
4.2.2 Le rôle des NOS dans le système cardiovasculaire 
 
4.2.2.1 eNOS 
 
La découverte de la relâche d’EDHF par des cellules endothéliales stimulées à la bradykinine 
a permis la caractérisation parallèle de la production d’un autre médiateur endothélial aux 
propriétés pharmacologiques similaires, soit le NO, avec l’enzyme responsable de sa génération, 
l’eNOS.[191] L’eNOS contribue à la régulation de l’hémostase vasculaire, en contrôlant le 
remodelage adaptatif des vaisseaux sanguins et en prévenant la création d’un environnement 
pro-inflammatoire (Figure 4.2; p.43), via l’inhibition de l’adhésion et de l’agrégation 
plaquettaire, ainsi que de l’interaction des leucocytes avec la surface endothéliale.[192] L’eNOS 
est également associée à la prévention de l’hyperplasie intimale ou du développement de la 
plaque fibreuse (Figure 4.2; p.43) et au recrutement des EPCs pour induire l’angiogenèse, dans 
des conditions d’ischémie ou athérogéniques.[162], [192] Dans un contexte de dysfonction 
endothéliale, l’absence de certains cofacteurs régulant l’activité catalytique de l’eNOS, dont la 
41  
tétrahydrobioptérine (BH4), provoque une altération dans la fonction d’eNOS : celle-ci engendre 
la libération de ROS.[192], [193], [194] 
4.2.2.2 iNOS 
 
Des études de stimulation immunitaire ont révélé un rôle de l’iNOS dans la cytotoxité des 
macrophages activés en présence de lipopolysaccharide (LPS) ou de cytokines pro- 
inflammatoires.[191], [192] La libération du NO, résultante de l’induction du iNOS dans les 
macrophages, médie ses effets cytotoxiques dans les micro-organismes parasites ou dans les 
cellules tumorales (Figure 4.2; p.43), via l’inhibition catalytique d’enzymes impliquées dans des 
processus cellulaires clés, tels que la respiration cellulaire, la réplication de l’ADN et le cycle de 
Krebs.[192] Dans un environnement pro-inflammatoire, une libération excessive en NO, causée 
par le découplage d’iNOS, a été associée à la formation de l’ion peroxynitrite (ONOO–), ce 
dernier responsable de lésions oxydatives entraînant l’apoptose ou la nécrose des cellules saines 
du  tissu  environnant.[162],   [192],   [195]   En  outre,  la  hausse  de  sécrétion  en  NO  dépendante de 
l’induction d’iNOS par divers médiateurs cellulaires, comme la TxA2, l’IL-1, le TNF-α ou 
l’INFγ, médie le choc septique (Figure 4.2; p.43).[192] 
4.2.2.3 nNOS 
 
L’activité enzymatique de la nNOS a été reportée dans divers événements de signalisation 
synaptique, l’impliquant dans des fonctions cognitives tels que l’apprentissage et la 
mémoire.[192], [196] Par exemple, la régulation des formes de plasticité homosynaptique et 
hétérosynaptique, un mécanisme faisant intervenir la voie du NO-GMP cyclique, privilégie un 
contact rétrograde entre les jonctions synaptiques médiant le développement de la mémoire 
(Figure 4.2; p.43).[192], [196] Dans un contexte physiologique, la nNOS a aussi pour fonction la 
régulation du tonus vasculaire, via un mode d’action atypique de neurotransmission (Figure 4.2; 
p.43).[192], [197] En conditions de dysfonction endothéliale ou athérogéniques, la nNOS peut 
contrebalancer une déficience de productivité en NO par l’eNOS, tout en freinant le phénomène 
d’hyperplasie intimale ou le remodelage constrictif l’accompagnant.[162], [192] 
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Figure 4.2: Les rôles des oxydes nitriques synthases dans l’homéostasie vasculaire et immunitaire. (nNOS: Oxyde 
Nitrique  Synthase  neuronale;  iNOS:  Oxyde  Nitrique  Synthase  inductible;  eNOS:  Oxyde  Nitrique     Synthase 
endothéliale; CNS: Système Nerveux Central; PNS: Système Nerveux Périphérique; Mɸ: Macrophage). U. 
Förstermann et al. Nitric oxide synthases: regulation and function, Eur Heart J. 2012 Apr; 33(7):829-37, 837a-837d. 
 
4.2.2.4 Le rôle des NOS et du NO dans les EPCs 
 
Des données littéraires supportent le rôle de la biosynthèse du NO dans la fonction pro- 
angiogénique des EPCs.[59], [62], [68], [198] En s’étant intéressés à la fonction des EPCs dans la 
pathophysiologie du diabète de type II ou de la maladie cardiovasculaire, plusieurs auteurs ont 
mis en évidence le rôle clé de la balance entre la production de ROS et la biodisponibilité du NO 
dans la régulation de la capacité migratoire des EPCs et dans leur différenciation en cellules 
endothéliales.[59], [62], [68], [198] Par exemple, des niveaux élevés de ROS ont été associés au 
découplage de l’eNOS dans les EPCs, se traduisant notamment par une diminution de leur 
nombre en circulation, de leurs capacités proliférative et de formation coloniale et par leur 
sénescence.[59], [62], [198] La biosynthèse du NO serait impliquée dans l’acquisition de telles 
propriétés angiogéniques par les EPCs, via la voie de signalisation du 
PI3K/PKB/Akt/eNOS/NO.[62], [68] De plus, un rôle pour l’eNOS des EPCs, au niveau de leur 
mobilisation induite par le VEGF, a été proposé par le groupe d’Aicher et al.: le NO dérivé de 
l’eNOS permettrait l’activation de la MMP-9 pour la relâche des EPCs en circulation.[199] 
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D’autres auteurs ont suggéré que le stade de différenciation des EPCs affecte leur niveau 
d’expression en eNOS ou en celui d’iNOS : le phénotype immature de cellules endothéliales des 
EPCs expliquerait leur absence d’eNOS et la régulation de la biosynthèse du NO via l’iNOS, 
principalement.[200] En outre, le rôle clé de l’iNOS dans la néovascularisation et dans  la 
réduction de la formation du néo-intima, induite par les EPCs, a été mis en évidence par leur 
recrutement et par leur incorporation aux sites de lésions vasculaires : cette dernière serait 
médiée via la relâche du VEGF induite par le NO dérivé de l’iNOS.[201] Dans un contexte 
pathophysiologique, une réduction de la biodisponibilité du NO dans les EPCs limiterait ainsi 
leurs fonctions angiogéniques au niveau de la réparation endothéliale ou de la néo- 
vascularisation post-natale.[68] 
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Chapitre 5 
Projet de recherche 
 
5.1 Problématique 
 
La découverte des EPCs a permis d’éclaircir le processus de vasculogenèse chez l’organisme 
adulte, soit la néo-vascularisation post-natale; un phénomène ne se limitant dès lors plus qu’à la 
lente réplication locale de cellules endothéliales matures, mais intégrant le recrutement, la 
mobilisation et la différenciation des EPCs aux sites de lésions vasculaires, afin de restituer les 
propriétés de l’endothélium endommagé.[26], [31] Bien qu’à ce jour aucun consensus ne  permette 
la caractérisation moléculaire d’une population unique d’EPCs, cette dernière englobe toutefois 
une variété de cellules de lignées hématopoïétiques (ex. les EOCs) et non-hématopoïétiques (ex. 
les ECFCs), pour lesquelles un rôle émergeant leur est prêté dans l’hémostase et dans la biologie 
vasculaire, tant à travers leur implication dans le maintien de l’intégrité vasculaire, la thérapie 
cellulaire et la médecine régénérative.[24], [31] 
Dans un contexte de maladies cardiovasculaires associées à l’athérosclérose, tel le SCA, les 
EPCs sont sujettes à des interactions avec d’autres types cellulaires de l’inflammation, dont les 
plaquettes : une fois activées, ces dernières participent au recrutement, à la mobilisation et à la 
différenciation des EOCs et des ECFCs aux sites d’endommagement vasculaire.[82], [202], [203] En 
orchestrant un tel microenvironnement pro-inflammatoire, les plaquettes peuvent avoir  un 
impact sur le rôle physiologique des EPCs.[202], [203] 
Les récents travaux de Bou Khzam et al. ont renforcé l’existence d’un dialogue cellulaire 
entre les EPCs et les plaquettes activées, notamment via l’axe CD40L/CD40 [60], [154] : la forme 
soluble du ligand (sCD40L), relâché principalement par les plaquettes activées, interagit avec 
son principal récepteur, le CD40, exprimé à la surface des EPCs. Cette interaction cellulaire a 
également permis de constater que la liaison des EPCs à la P-sélectine des plaquettes inhibe la 
fonction de ces dernières via une hausse d’expression de la COX-2, médiant une sécrétion élevée 
en PGI2, et via la relâche de NO dérivée de l’iNOS.
[204] De manière réciproque, des données 
antérieures ont démontré que le sCD40L affecte, en particulier, la fonction antiplaquettaire des 
EOCs, via une production accrue en ROS.[154], [204] En outre, une inhibition différentielle de la 
fonction plaquettaire a été constatée par les ECFCs et les EOCs, via leur sécrétion en NO et en 
PGI2; ces résultats générés par l’équipe de Dr Merhi font l’objet d’une publication future. 
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La signalisation du CD40 dans les EOCs et les ECFCs semble être médiée par une famille de 
protéines adaptatrices, les TRAFs; celles-ci induisent des signaux intracellulaires régulant maints 
événements cellulaires, dont la survie, la prolifération et la différenciation cellulaire, l’activation 
de kinases (ex. les MAPKs), l’expression génique, l’expression et la régulation positive de 
molécules d’adhésion (ex. l’ICAM-1, la VCAM-1), ainsi que la production de cytokines pro- 
inflammatoires (ex. l’IL-6, la GM-CSF) et l’expression de thrombo-régulateurs, dont le NO et la 
PGI2.
[128], [150], [193], [136] 
L’étude de l’expression des TRAFs dans les EOCs et les ECFCs favoriserait alors une 
meilleure compréhension des mécanismes cellulaires à travers lesquels peuvent être régulées tant 
leurs fonctions antiplaquettaires que pro-angiogéniques, notamment via l’expression des COX et 
des NOS, limitant ainsi la progression de l’athérothrombose. 
5.2 Hypothèse et Objectifs 
 
Hypothèse principale : L’expression différentielle des enzymes COX et NOS, ainsi que des 
protéines adaptatrices TRAFs dans les EOCs et ECFCs régulerait leurs fonctions 
antiplaquettaires ou pro-angiogéniques en aval de la signalisation du CD40. 
Objectifs spécifiques : 
 
I. Réaliser la différenciation in vitro des EOCs et des ECFCs et mener leur caractérisation 
morphologique et phénotypique; 
II. Déterminer l’expression des COX, des NOS et des TRAFs dans les EOCs et les ECFCs. 
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5.3 Méthodes 
 
5.3.1 La culture des EOCs et des ECFCs dérivées des cellules mononucléaires du sang 
périphérique humain 
Ce projet de recherche a été mené en accord avec un protocole approuvé par le comité 
d’éthique de recherche de l’Institut de Cardiologie de Montréal (Québec, CA). Le consentement 
écrit a été obtenu de la part de volontaires sains, âgés entre 20 et 60 ans, et n’ayant pas été sous 
l’effet d’antiplaquettaires ou d’anti-inflammatoires dans les 20 jours précédant le jour du 
prélèvement sanguin. Le sang périphérique a été récolté dans des seringues de 30 mL (Becton 
Dickinson) contenant 5 mL d’une solution dextrose citrate anticoagulante (ACD de Sigma- 
Aldrich). 
5.3.1.1 La culture des cellules à croissance endothéliale précoce (EOCs) 
 
La culture des EOCs a été conduite telle que proposée par la méthode A (Figure 5.1; 
p.49)[205]. En somme, une centrifugation par gradient de densité sur Ficoll-Paque (GE 
Healthcare) a été employée pour l’isolation des PBMCs provenant des 50 à 100 mL du sang 
périphérique prélevé. Les PBMCs récoltées ont été lavées dans une solution physiologique de 
PBS-FBS 2%, puis cultivées dans le milieu commercial complet promouvant la croissance 
endothéliale, l’EGM-2 2% FBS (Lonza Inc.), à 37°C et à une condition atmosphérique de 5% en 
CO2. Pour générer des EOCs, 1x10
6 de PBMCs ont été ensemencées par cm2 sur des plaques 
commerciales de 6 puits enduits de fibronectine (BD Biosciences). Après trois jours d’adhésion 
cellulaire, la fraction non-adhérente a été soustraire, en procédant au changement du milieu de la 
culture avec l’EGM-2 2% FBS. Dans les quatre à sept jours suivants, les EOCs ont émergé de la 
culture initiale, jusqu’à une confluence cellulaire se situant entre 70% et 80%. 
5.3.1.2 La culture des cellules formant des colonies endothéliales (ECFCs) 
 
La culture des ECFCs a été conduite telle que proposée par la méthode B (Figure 5.1; 
p.49)[205], tout en employant les mêmes techniques de centrifugation, de lavage et d’incubation 
des PBMCs que celles proposées pour la culture des EOCs. Les PBMCs lavées ont été 
suspendues dans le milieu commercial complet EGM-2 (Lonza Inc.), avec un supplément nutritif 
de 10% FBS (GE Healthcare). Pour générer des ECFCs, 5x106  de PBMCs ont été   ensemencées 
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par cm2 sur des plaques commerciales de 6 puits enduits de collagène de type I (BD 
Biosciences). Après 24 heures d’adhésion cellulaire, la fraction non-adhérente a été soustraire, 
en procédant au changement du milieu de la culture avec l’EGM-2 10% FBS. En procédant la 
première semaine à un changement de milieu chaque jour, puis à un changement de milieu aux 
deux jours, les ECFCs sont apparues après 14 à 21 jours de la culture initiale. 
Au terme d’une confluence cellulaire représentant au moins 30% de la surface des puits 
ensemencés, les colonies d’ECFCs ont été détachées au moyen de la trypsine-EDTA 0,05% 
(Gibco), puis transférées par passage cellulaire sur de nouvelles surfaces de collagène de type I 
(BD Biosciences), en doublant la surface de culture au premier passage (P1) et en la triplant au 
second passage (P2). Les ECFCs ont été obtenues à pleine maturité cellulaire au troisième 
passage (P3), sur des flasques commerciaux de 75 cm2 enduits de collagène de type I (Corning) 
et confluents à 80%. 
 
 
 
Figure 5.1: Les méthodes de culture des PBMCs pour leur différenciation en EPCs. (Gran.: Granulocytes; RBC: 
Globule Rouge). Adaptée de WALLPAPERBRANDS. More Wallpapers, [En ligne], 2014. 
[http://wallpaperbrands.net/41350-centrifuged-blood-sample] (07 octobre 2014). Description des méthodes réalisée 
par Bouchereau O. 
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5.3.1.3 La culture des cellules endothéliales humaines matures 
 
La culture de cellules endothéliales humaines matures, isolées de la veine ombilicale du 
cordon (HUVECs) (Lonza Inc.), a été menée dans le milieu EGM-2 10% FBS, à 37°C et à une 
condition atmosphérique de 5% en CO2 – comme contrôle positif de la culture des EOCs et des 
ECFCs –. La culture initiale d’HUVECs provient d’un ensemencement de 5x105 HUVECs sur 
des flasques commerciaux de 75 cm2 (Corning). En procédant au changement de milieu avec 
l’EGM-2 10% FBS aux deux jours, l’expansion clonale des HUVECs a été observée jusqu’à 
l’obtention d’une confluence cellulaire de 80%. Les HUVECs ont été obtenues à pleine maturité 
au passage cellulaire P3, en employant la même technique de détachement cellulaire que celle 
proposée pour le passage cellulaire des ECFCs. 
5.3.2 La caractérisation morphologique et phénotypique des EOCs et des ECFCs 
 
5.3.2.1 La microscopie optique et confocale 
 
Les changements morphologiques des EOCs et des ECFCs ont été observés par la 
microscopie optique, soit entre le 4e et le 7e jour de différenciation, pour la culture des EOCs 
confluentes à 70%, et le jour du passage cellulaire, pour la culture des ECFCs confluentes entre 
30% et 80%. La morphologie des PBMCs au jour 0 et celle des HUVECs P3 ont servi de 
contrôles pour la différenciation respective des EOCs à jour 4 et des ECFCs P3. 
 
L’assimilation de l’Ac-LDL et la liaison à l’Ulex-lectine par les EOCs et les ECFCs ont été 
évaluées par la microscopie confocale. Les EOCs et ECFCs ont été incubées deux heures, à 37ºC 
et en présence d’Ac-LDL marqué d’une sonde fluorescente Dil (Dil-Ac-LDL) (4,8 µg/mL, 
Invitrogen); une étape de fixation au paraformaldéhyde 4% s’en est suivie, avec une période 
d’incubation d’une heure, à température pièce (T.P.) et en présence d’Ulex-lectine marqué à 
l’isothiocyanate de fluorescéine (FITC) (10 µg/mL, Sigma-Aldrich). Le marquage du noyau 
cellulaire a été effectué au moyen du colorant fluorescent TO-PRO-3 (1,5 µM, Invitrogen) 
pendant 15 minutes à T.P. Le montage des lames a été réalisé en présence du milieu anti- 
décolorant DABCO 0,4% (Sigma-Aldrich) et celles-ci ont été visualisées au moyen d’un 
microscope à fluorescence inversé, au grossissement 63X. 
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5.3.2.2 La cytométrie en flux 
 
La caractérisation phénotypique des EOCs et des ECFCs a été menée par la cytométrie en 
flux, en évaluant l’expression de marqueurs de surface cellulaire témoignant du degré de 
différenciation cellulaire des EPCs. Les EOCs et ECFCs ont été détachées au moyen de la 
trypsine-EDTA 0,05% (Gibco), pendant 15 minutes à 37ºC, puis lavées dans du milieu basal 
RPMI 1640 dépourvu de rouge de phénol et de sérum (Gibco). Pour bloquer leurs récepteurs Fc, 
les EOCs et ECFCs ont été baignées 15 minutes dans du sérum de souris normale (l’anticorps 
primaire ayant été produit chez la souris), puis ont été incubées 30 minutes en présence 
d’anticorps monoclonaux humains, conjugués à la phycoérythrine (PE) et dirigés contre le CD14 
(R&D Systems), le CD45 (AbD Serotec), le VEGFR-2 (R&D Systems), le CD34 (BD 
Biosciences), le CD144 (BD Biosciences) et le CD31 (AbD Serotec); un anticorps monoclonal 
IgG a servi de contrôle négatif à la lecture des marqueurs au FACS Epics-Altra (Beckman 
Coulter), suite à la fixation des EOCs et des ECFCs au paraformaldéhyde 4%. L’évaluation de 
l’expression des mêmes marqueurs de surface dans les PBMCs au jour 0 et dans les HUVECs P3 
a servi de contrôle. 
5.3.3 L’expression des cyclo-oxygénases, des oxydes nitriques synthases et des protéines 
adaptatrices TRAFs dans les EOCs et les ECFCs 
Les lysats des EPCs ont été obtenus par la sonication à 4ºC d’EOCs à jour 6 et d’ECFCs P3, 
préparées dans une solution de PBS 1X à une concentration finale de 50x106 cellules/mL. Une 
étape de centrifugation de 10 minutes à 14000g et à 4ºC s’en est suivie pour récupérer le 
surnageant protéique des lysats. Leur dosage protéique a ensuite été réalisé par la méthode de 
Bradford et les échantillons protéiques ont été dénaturés en présence de SDS 1X, en  les 
chauffant 5 minutes à 95ºC. Le contenu protéique dénaturé provenant des lysats d’EOCs et 
d’ECFCs  a  été  séparé  par  électrophorèse  sur  des  gels  de  polyacrylamide  en  présence    de 
dodécylsulfate de sodium (SDS-PAGE), préparés à 6% (pour la séparation des NOS) ou à 8% 
(pour la séparation des COX et des TRAFs). Le transfert des protéines séparées a été réalisé sur 
des membranes de nitrocellulose. Les membranes ont été bloquées dans du lait 5%, pendant une 
heure, lavées trois fois dans une solution de TBS-Tween (150 mM NaCl, 20 mM Tris, pH 7.4, 
0.1% Tween-20) et incubées 12h, à 4ºC, en présence de l’anticorps primaire contre l’eNOS 
(Santa-Cruz),  l’iNOS  (Santa-Cruz),  les  COX-1/2  (Santa-Cruz),  les  TRAF1,  2,  3,  6     (Cell 
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Signalling) ou le TRAF5 (LifeSpan BioSciences). Suite à trois lavages dans le TBS-Tween, les 
membranes ont été incubées, pendant une heure, en présence de l’anticorps secondaire goat anti- 
rabbit (pour l’eNOS, l’iNOS, la COX-1, les TRAF1, 2, 3 et 6), rabbit anti-goat (pour la COX-2) 
ou goat anti-mouse (pour le TRAF5). Après trois derniers lavages dans le TBS-Tween, 
l’expression des NOS, des COX et des TRAFs dans les EOCs et ECFCs a été révélée par la 
méthode de détection améliorée de la chimiluminescence (ECL). Le contenu  protéique 
provenant des lysats de PBMCs au jour 0 et de HUVECs P3 a servi de contrôle positif pour 
l’expression des NOS, des COX et des TRAFs dans les EPCs. Afin de rendre compte du nombre 
égal de protéines chargées par type cellulaire sur les gels de SDS-PAGE (ex. 25 µg pour les 
TRAF1–3 et 40 µg pour les TRAF5, 6, les NOS et les COX), les membranes ont été décapées, 
bloquées dans du lait 5% et incubées en présence d’un anticorps primaire contre l’actine totale 
(Santa Cruz). 
5.4 Résultats 
 
I. Les EOCs et les ECFCs dérivées des PBMCs, deux populations progénitrices 
distinctes affichant un phénotype endothélial 
La culture des PBMCs sur matrice de fibronectine et de collagène a permis de générer les 
deux sous-types d’EPCs les mieux caractérisés in vitro, soient les EOCs et les ECFCs (Figure 
5.2 [p.53]; Tableau V.I. [p.54]). Au terme d’une période de différenciation cellulaire de 4 à 7 
jours sur fibronectine, les EOCs sont représentées par une population hétérogène et peu 
proliférative de cellules arrondies (PBMCs adhérentes), allongées, étoilées ou en forme de tête à 
épingle, signe d’une différenciation cellulaire complète. En général, les EOCs tendent à 
conserver un aspect immature de différenciation se rapprochant du phénotype de monocytes 
(PBMCs) (Figure 5.2B; p.53). À l’inverse, la différenciation à long terme des PBMCs sur 
collagène entraîne l’apparition d’une population homogène de cellules polygonales regroupées 
en dalles, ayant un potentiel d’expansion clonale et proliférant sous la forme d’une monocouche, 
et cela à un stade plus avancé de différenciation ressemblant au phénotype de cellules 
endothéliales matures (HUVECs) (Figure 5.2D; p.53). Contrairement aux EOCs, les passages 
subséquents des ECFCs leur ont conféré une meilleure maturité et résistance cellulaire : celles-ci 
pourraient expliquer à la fois le retient d’un phénotype mieux adapté à la survie à long terme des 
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EPCs (ex. cellules allongées et en connexion) et caractéristique de la croissance des cellules 
endothéliales matures, soit une prolifération par contacts cellulaires. 
Les EOCs et les ECFCs partagent néanmoins des caractéristiques endothéliales se  réduisant 
à l’assimilation du Dil-Ac-LDL et à la liaison à l’Ulex-lectine, telles que démontrées par les 
résultats de la microscopie confocale (Figure 5.3A; p.54). L’évaluation par cytométrie en flux 
des marqueurs de surface exprimés par les EPCs a permis de confirmer leur degré de 
différenciation in vitro, en révélant que les EOCs maintiennent l’expression des marqueurs 
monocytaire et leucocytaire CD14 et CD45, tout en faisant l’acquisition de marqueurs 
caractéristiques aux progéniteurs endothéliaux, tels que le VEGFR-2 et le CD31 (Figure 5.3B; 
p.54). En revanche, les ECFCs perdent au cours de leur différenciation cellulaire l’expression du 
CD14 et du CD45 et acquièrent des marqueurs propres aux cellules endothéliales matures, dont 
le CD144 et le CD31, tout en conservant l’expression du marqueur hématopoïétique/endothélial 
CD34 (Figure 5.3B [p.54]; Tableau V.I. [p.54]). 
 
 
Figure 5.2: La morphologie représentative des EPCs dérivées des PBMCs. A) PBMCs à jour 0 (J0) de 
différenciation cellulaire. B) EOCs à J4 de différenciation cellulaire [flèches jaunes: EOCs étoilées; flèches bleues: 
EOCs arrondies; flèches vertes: EOCs en tête à épingle; flèches blanches: EOCs allongées]. C) HUVECs au 
troisième passage cellulaire (P3). D) ECFCs P3. La différenciation des PBMCs de sujets sains sur matrice de 
fibronectine et de collagène a engendré des EOCs et des ECFCs dans les milieux respectifs d’EGM-2 2% FBS et 
d’EGM-2 10% FBS (n>3). 
 
10X 10X 
10X 10X 
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Figure 5.3: La caractérisation phénotypique des EPCs dérivées des PBMCs. A) Représentation des propriétés 
métaboliques endothéliales des EPCs par microscopie confocale (63X) (n>3) [en bleu: le marquage nucléaire au 
TO-PRO-3; en rouge: l’incorporation du Dil-Ac-LDL; en vert: la liaison à l’Ulex-lectine]. B) Représentation du 
profil d’expression des marqueurs de surface cellulaire dans les EPCs par cytométrie en flux (n>3). Résultats 
obtenus en collaboration avec L. Bou Khzam[206]. 
 
 
 
 Cellules à croissance endothéliale 
précoce (EOCs) 
Cellules formant des colonies 
endothéliales (ECFCs) 
Conditions de culture 
4  7 jours, EGM 2, 
10 x 10⁶ PBMCs/puits de fibronectine  21 jours, EGM 2  10% FBS, 60 x 10⁶ PBMCs/puits de collagène 
Morphologie cellulaire Hétérogène Homogène 
Dil-Ac-LDL + Ulex-lectine Oui Oui 
Profil d’expression des 
marqueurs de surface 
CD14+, CD45+, PSGL-1+, VEGFR-2+, 
CD40+, vWF+ 
CD14–, CD45–, CD34+, VEGFR-2+, 
CD144+, CD31+, CD40+, vWF+ 
 
Tableau V.I.: Le résumé des conditions de différenciation et des caractéristiques des EOCs et ECFCs dérivées des 
PBMCs. Résultats obtenus en collaboration avec L. Bou Khzam[206]. 
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II. Les EOCs et les ECFCs expriment de manière différentielle des membres de la 
famille des TRAFs 
À partir de données antérieures ayant révélé l’expression du récepteur CD40 dans les 
EPCs[60], la présence des protéines adaptatrices TRAFs médiant la signalisation de ce dernier a 
été déterminée dans les lysats protéiques des EPCs (Figure 5.4A; p.55) : en moyenne, les EOCs 
et les ECFCs expriment les TRAF1, 2, 3, 5 et 6, à différents degrés (Figure 5.4B; p.55). 
 
 
 
Figure 5.4: L’expression des TRAFs avec le CD40 dans les EPCs dérivées des PBMCs. A) Gels représentatifs des 
lysats protéiques d’EOCs à J6 et d’ECFCs P3, analysés pour le CD40 et les TRAF1, 2, 3, 5 et 6 révélés par SDS- 
PAGE (n>3). B) Histogramme représentatif de la moyenne des données d’unités arbitraires de la densité optique (± 
l’écart-type) des gels des TRAFs représentés en A) (n>3). 
 
Les EOCs se distinguent des PBMCs par un profil d’expression à la baisse  envers les 
TRAF1, 2, 5 et 6, lequel est cependant rehaussé pour le TRAF3 (Figure 5.4B; p.55). À l’inverse, 
les ECFCs partagent un profil d’expression des TRAFs plutôt semblable à celui des HUVECs, à 
l’exception du TRAF1 plus abondant et du TRAF6 sous-exprimé dans les ECFCs (Figure  5.4B; 
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p.55). L’expression du CD40 a été confirmée dans les EPCs, telle que suggérée par les travaux 
de Bou Khzam et al. : son expression dans les EPCs s’est révélée moins élevée que celle 
retrouvée dans les PBMCs et dans les HUVECs (Figure 5.4A; p.55).[60] 
III. Les EOCs n’expriment pas de manière constitutive des isozymes de COX à la 
manière des ECFCs 
L’inhibition de la fonction plaquettaire via la relâche du PGI2 ayant été documentée dans les 
EPCs[204], la présence des enzymes responsables de sa génération, les COX-1/2, a été déterminée 
dans les lysats protéiques des EPCs (Figure 5.5A; p.56) : en moyenne, les EOCs n’expriment pas 
de manière constitutive les COX-1/2, alors que des niveaux d’expression plus élevés en ces 
enzymes sont retrouvés dans les ECFCs. Ces dernières partagent avec les HUVECs un profil 
d’expression similaire en la COX-2, en présentant néanmoins de légers niveaux d’expression 
rehaussée envers la COX-1 (Figure 5.5B; p.56). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5.5: L’expression des cyclo-oxygénases dans les EPCs dérivées des PBMCs. A) Gels représentatifs des 
lysats protéiques d’EOCs à J6 et d’ECFCs P3, analysés pour les COX-1/2 révélées par SDS-PAGE (n=4). B) 
Histogramme représentatif de la moyenne des données d’unités arbitraires de la densité optique (± l’écart-type) des 
gels des COX représentés en A) (n=4). 
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IV. Le profil d’expression des isozymes de NOS des ECFCs ressemble à celui des 
cellules endothéliales humaines matures 
La sécrétion en NO ayant fait l’objet d’études dans la fonction angiogénique des EPCs[207], la 
présence des enzymes responsables de sa génération, dont l’eNOS et l’iNOS, a été déterminée 
dans les lysats protéiques des EPCs (Figure 5.6A; p.57) : en moyenne, les EOCs comme les 
PBMCs n’expriment pas de manière constitutive l’eNOS ni l’iNOS, alors que des niveaux 
d’expression plus intenses en ces enzymes sont retrouvés dans les ECFCs, ces dernières 
partageant avec les HUVECs un profil d’expression relativement semblable envers l’eNOS et 
l’iNOS (Figure 5.6B; p.57). 
 
 
 
Figure 5.6: L’expression des oxydes nitriques synthases dans les EPCs dérivées des PBMCs. A) Gels représentatifs 
des lysats protéiques d’EOCs à J6 et d’ECFCs P3, analysés pour l’eNOS et l’iNOS révélées par SDS-PAGE  (n=4). 
B) Histogramme représentatif de la moyenne des données d’unités arbitraires de la densité optique (± l’écart-type) 
des gels des NOS représentés en A) (n=4). 
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5.5 Discussion 
 
Les EPCs se sont révélées des acteurs importants dans la néo-vascularisation post-natale et 
dans la régénération du tissu vasculaire, où de tels processus physiologiques font appel à 
l’interaction des EPCs avec des cellules sanguines, tels les leucocytes et les plaquettes, pour 
assurer l’homéostasie vasculaire.[83], [96], [208], [209] Maintes études ont proposé que le maintien de 
l’intégrité vasculaire repose en particulier sur la balance des fonctions antithrombotiques et pro- 
inflammatoires engendrées par l’interaction des EPCs avec les plaquettes.[42], [154], [203], [204], [208], 
[198] Dans un tel contexte, l’élaboration de ce projet de recherche nous a permis de nous pencher 
sur les propriétés antithrombotiques des EPCs, en y découvrant la présence variée d’isozymes de 
COX et de NOS responsables de la production respective de la PGI2 et du NO, deux thrombo- 
régulateurs générés en aval de la voie du CD40.[147], [210] La contribution de l’axe 
CD40L/CD40/TRAFs  à  la  sécrétion  des  médiateurs  cellulaires  précédents  a  d’ailleurs    été 
soulevée par l’expression différentielle des TRAFs observée dans les EOCs et les ECFCs, les 
sous-types d’EPCs les mieux définis in vitro par la littérature.[40], [57], [65] 
Au vu du débat actuel concernant la nature et la source des EPCs et afin de rendre compte 
des propriétés antithrombotiques des EPCs, via leur expression en COX, en NOS et en TRAFs, 
nous avons en premier lieu établi un protocole inspiré de la littérature et favorable à la culture 
standard des deux sous-types d’EPCs les mieux caractérisés in vitro.[40], [57], [65] À partir des 
travaux du groupe d’Asahara et al. ayant démontré le potentiel de différenciation de cellules 
progénitrices du sang périphérique CD34+/VEGFR-2+ en EPCs, plusieurs groupes ont décrit 
l’isolation et la différentiation des PBMCs de donateurs sains, ce qui a permis leur 
différenciation en EOCs ou en ECFCs sur matrices extracellulaires de fibronectine ou de 
collagène.[21], [45], [46] Ces dernières promeuvent l’adhésion, la survie et la différenciation 
cellulaire des PBMCs.[21], [45], [46] L’obtention de deux populations progénitrices distinctes et 
issues  de  la  culture  des  PBMCs  reflète  bien  l’existence  de  deux  précurseurs  endothéliaux 
remplissant des rôles complémentaires au cours de la néo-vascularisation post-natale : l’effet 
synergique de leurs fonctions ayant été constaté in vivo, celui-ci s’est révélé le fruit d’une 
activité de sécrétion paracrine par les EOCs et d’une incorporation des ECFCs aux sites de 
lésions vasculaires, cette dernière facilitée en la présence de cytokines relâchées par les EOCs et 
par le biais de stimulations autocrines et paracrines entre ces deux sous-type d’EPCs.[40], [53] 
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L’évaluation du métabolisme accru d’Ac-LDL ainsi que le marquage histologique à  la 
lectine Ulex europaeus I sont deux techniques reconnues pour l’identification et l’isolation de 
cellules endothéliales vasculaires. De telles propriétés endothéliales ont été caractérisées dans 
nos EOCs et ECFCs dérivées des PBMCs, afin de témoigner de leur phénotype endothélial 
acquis au courant de leur différenciation in vitro.[64], [207] Néanmoins, d’autres types cellulaires 
tels les macrophages et les cellules dendritiques (DCs) assimilent également l’Ac-LDL. Afin de 
réduire la présence de DCs dans nos cultures d’EPCs, il aurait été possible d’évaluer 
l’expression conjointe des marqueurs Lin 1, CD34, HLA-DR, CD40 et CD86 pour une sélection 
négative de cette population des PBMCs isolées (Lin 1–, CD34–, HLA-DR+ et CD86+ pour les 
DCs).[211] L’utilisation d’un milieu RPMI dépourvu en IL-4 ou en M-CSF limiterait la croissance 
de macrophages.[212] Or, comme nous avons employé l’EGM-2, un milieu spécialisé pour la 
croissance endothéliale, la présence de macrophages dans nos cultures d’EPCs serait réduite. En 
outre,  notre  protocole  pour  la  culture  des  EPCs  n’implique  pas  la  préparation  d’un milieu 
renfermant du CSF-1 à trois fois sa concentration initiale; celle-ci semble adaptée à la 
différenciation des monocytes en macrophages.[213] 
La différenciation des PBMCs en EPCs s’est traduite par un changement morphologique 
distinct entre les deux sous-types d’EPCs. La forme hétérogène des EOCs s’expliquerait par une 
population myéloïde tirant son origine d’une lignée monocyte-macrophage.[214], [215] Celle-ci 
comprendrait d’une part des cellules en tête à épingle ou allongées CD14+/CD34–  ayant un 
potentiel de différenciation en cellules endothéliales immatures; d’autre part, capables de former 
des unités coloniales de cellules endothéliales (CFU-ECs), dont l’émergence serait supportée par 
une population restreinte à un phénotype hématopoïétique CD14–/CD34+.[214], [216] À l’opposé, la 
forme homogène des ECFCs témoignerait d’un progéniteur hématopoïétique distinct des EOCs : 
les ECFCs et les cellules endothéliales auraient pour principal précurseur l’hémangioblaste et la 
ressemblance de leur morphologie traduirait des fonctions endothéliales semblables dans 
l’angiogenèse.[28], [215] 
Concernant la caractérisation des marqueurs de surface cellulaire dans les deux sous-types 
d’EPCs dérivées des PBMCs, il a été possible de retrouver l’expression du CD14, du CD45 et du 
CD31 dans les EOCs, où un tel profil d’expression traduit bien leur phénotype immature de 
différenciation endothéliale observé in vitro, ainsi que leur rôle documenté à titre de cellules 
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accessoires de nature myéloïde dans l’angiogenèse.[217], [218] Comparativement aux ECFCs, 
l’expression plus élevée du VEGFR-2 dans les EOCs s’expliquerait par le rôle clé de ce 
récepteur au niveau de l’initiation de leur différenciation dépendante du VEGF et impliquant la 
liaison de l’intégrine α5β1 à la matrice de fibronectine.[45], [46] À l’exception du VEGFR-2 et du 
CD34, la ressemblance du profil d’expression des autres marqueurs monocytaire/leucocytaire et 
endothéliaux entre les ECFCs et les HUVECs suggère que les ECFCs partagent avec les 
HUVECs une origine endothéliale commune, bien que controversée.[28], [219] À ce sujet, il aurait 
été intéressant d’évaluer chez un autre modèle de cellules endothéliales l’expression de ces 
mêmes marqueurs : les cellules endothéliales dérivées de cellules pluripotentes induites (iPSCs) 
et purifiées chez l’humain auraient pu servir de contrôle positif dans la caractérisation de nos 
EPCs, notamment vis-à-vis de l’étude du rôle des EOCs et des ECFCs dans l’angiogenèse, 
l’athérosclérose et l’inflammation.[220] De surcroît, les ECFCs répondraient mieux aux 
caractéristiques d’un réel progéniteur endothélial, considérant leur potentiel prolifératif, leur 
résistance à l’apoptose et leur degré de maturation endothéliale observés in vitro, en 
comparaison aux EOCs et aux HUVECs.[65], [221] De plus, notre évaluation à la hausse de 
l’expression du VEGFR-2 et du CD34 dans les ECFCs a été confirmée par d’autres auteurs 
ayant suggéré que le nombre grandissant de passages cellulaires soit associé à la baisse de 
l’expression de ces mêmes marqueurs dans les HUVECs.[28], [35] 
Une fois les caractérisations morphologique et phénotypique réalisées dans les EPCs, 
l’expression des COX, des NOS et des TRAFs a été évaluée à maturité cellulaire dans les deux 
sous-types d’EPCs. En nous basant sur des données antérieures ayant démontré l’inhibition de la 
fonction plaquettaire via une hausse d’expression de la COX-2 dans les EPCs, nous avons 
déterminé sa présence et celle de son homologue, la COX-1, dans les EOCs et les ECFCs.[204] 
Telle qu’attendue, l’expression de la COX-2 à l’état basal n’a pas été très marquée dans les 
EOCs, ni dans les ECFCs, laissant suggérer que son induction requière une stimulation cellulaire 
par des médiateurs pro-inflammatoires, tels que l’IL-1β ou le TNF-α. La culture cellulaire ayant 
été réalisée dans un milieu dépourvu en ces cytokines, celle-ci réduirait l’exposition des EPCs à 
ces dernières, comparativement aux PBMCs retrouvées in vivo.[222] En ce sens, l’utilisation de 
PBMCs de sujets sains limite le risque d’une inflammation sous-jacente à un désordre vasculaire 
chez ces derniers. Dans un même ordre d’idées, le sCD40L a également été associé à une hausse 
d’expression de la COX-2 dans les HUVECs.[172], [223]  En conditions physiologiques, le  sCD40L 
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relâché par les plaquettes activées conditionnerait ainsi l’induction de la COX-2 dans les EPCs. 
Ainsi, nous pouvons postuler et suggérer l’implication de l’axe CD40L/CD40 au niveau de 
l’angiogenèse médiée dans un environnement pro-inflammatoire, de même que de la biosynthèse 
du PGI2 dans les EPCs, laquelle leur confèrerait leurs propriétés angiogéniques.
[223], [224], [225] En 
comparaison aux HUVECs, l’expression intrinsèque en COX-1 plus élevée dans les ECFCs 
s’expliquerait par le rôle critique de la génération du PGI2 dans les fonctions angiogéniques ou 
antithrombotiques et dans la protection vasculaire de ces cellules progénitrices endothéliales.[224], 
[226] 
 
 
En considérant que la régulation de l’homéostasie vasculaire par les EPCs puisse être le fruit 
d’un dialogue moléculaire entre des isozymes de COX et de NOS, nous avons déterminé 
l’expression conjointe de l’eNOS et de l’iNOS dans les EOCs et dans les ECFCs; l’expression 
de la nNOS n’étant réduite qu’à des niveaux d’expression neuronale, celle-ci n’a pas été évaluée 
dans un contexte angiogénique ou thrombotique.[227], [228] L’expression de l’eNOS ayant été bien 
documentée dans divers sous-types d’EPCs, il a été possible d’en confirmer la présence à l’état 
basal dans nos ECFCs; l’absence de l’eNOS dans nos EOCs s’expliquerait toutefois par une 
régulation transcriptionnelle différente de son ARNm, en fonction du type d’EPCs et dépendante 
du stade de différenciation in vitro, tel que proposé auparavant.[59] Néanmoins, comparativement 
aux HUVECs, l’expression constitutive en eNOS plus élevée dans nos ECFCs a été confirmée 
par d’autres auteurs l’ayant attribuée à leur plus grande capacité à former de nouveaux vaisseaux 
sanguins, en évoquant une compétence endothéliale dépendante de la fonction de l’eNOS.[65], [73] 
La génération de NO par induction de l’iNOS ayant été révélée dans la fonction antiplaquettaire 
des EPCs, nous avons caractérisé son profil d’expression enzymatique dans les EOCs et dans les 
ECFCs : à l’état basal, son expression s’est avérée plutôt similaire à celle de l’eNOS retrouvée 
dans nos ECFCs et nos HUVECs, mais absente de nos EOCs.[204] Cette similitude se traduit bien 
par l’activation du récepteur endothélial VEGFR-2 impliqué dans la surexpression protéique 
conjointe de l’eNOS et de l’iNOS, en condition d’angiogenèse induite par le VEGF.[56], [229] 
Le rôle de l’axe CD40L/CD40 ayant fait l’objet d’études antérieures sur la fonction 
angiogénique des EOCs [60], nous avons trouvé pertinent de dresser le profil d’expression 
comparatif des protéines adaptatrices TRAFs médiant la signalisation du CD40 dans les EOCs et 
dans les ECFCs. En considérant que la stimulation du CD40 endothélial au CD40L n’ait  permis 
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d’identifier que le recrutement de cinq membres de la famille des TRAFs, dont les TRAF1, 2, 3, 
5 et 6, l’analyse de nos résultats n’a donc reposé que sur ces TRAFs médiant la signalisation du 
CD40 dans les HUVECs, ces derniers servant de modèles à la culture de nos EPCs.[100] Du point 
de vue de la différenciation des PBMCs en EPCs, il a été possible d’observer la perte 
d’expression du TRAF6 dans les EOCs, laquelle se manifeste cependant à nouveau au cours   de 
l’acquisition d’un phénotype endothélial, et cela à un stade plus avancé de différenciation 
cellulaire en comparaison aux ECFCs. Ainsi, le TRAF6 semble impliqué dans la différenciation 
initiale des EPCs; l’inhibition de la différenciation des cellules Th17 par le TRAF6 reflète par 
exemple l’idée d’un tel événement de régulation négative pouvant s’opérer dans les PBMCs 
appelées à devenir des EPCs.[21], [230], [231], [232] Il a été intéressant de constater des niveaux 
d’expression basale assez semblables entre les TRAF2 et 5 dans chaque sous-type d’EPCs. La 
littérature souligne que l’impact de la voie du CD40 sur les fonctions cellulaires résulte en partie 
du pattern d’expression des TRAF2 et 5; le recrutement membranaire de l’un dépendant de 
l’autre dans la régulation de telles fonctions se résumant notamment à la protection contre 
l’apoptose et à la stimulation de fonctions pro-angiogéniques dans les EPCs.[60], [108], [122], [145] La 
courbe d’expression normale décrite par le TRAF3, à travers la différenciation des PBMCs en 
EPCs, serait cohérente avec son rôle proposé dans le maintien de l’intégrité fonctionnelle de 
l’endothélium vasculaire, via l’inhibition de l’activité pro-inflammatoire et pro-coagulante du 
CD40L, en présence de forces de cisaillement.[233] À titre de régulateur des voies du NF-κB et 
JNK en aval de la voie du CD40, l’expression soutenue du TRAF1 au sein des ECFCs serait 
favorable à la stimulation de leur survie, de leur prolifération et de leur différenciation cellulaire, 
où de tels événements cellulaires s’avèrent primordiaux dans le maintien de leur potentiel 
d’expansion clonale in vitro et de leur capacité d’incorporation aux sites de néo-vascularisation 
in vivo.[36], [41], [136], [234] 
5.6 Conclusion 
 
Les EOCs et les ECFCs sont deux sous-types d’EPCs pouvant tirer leur origine des PBMCs 
et partageant des propriétés métaboliques endothéliales se réduisant à l’assimilation de l’Ac- 
LDL et à la liaison à la lectine. Les EOCs sont représentées in vitro par une population cellulaire 
hétérogène à prolifération minimale, exprimant les marqueurs hématopoïétique et monocytaire 
CD45 et CD14 et acquérant le marqueur endothélial VEGFR-2. À l’opposé, les ECFCs   perdent 
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au cours de leur différenciation l’expression du CD14 et du CD45 et constituent une population 
cellulaire homogène, proliférant sous la forme d’une monocouche à expansion clonale et 
partageant avec les cellules endothéliales matures l’expression des marqueurs CD34 et CD144. 
Les EOCs n’expriment pas de manière constitutive les COX-1/2, ni l’eNOS et l’iNOS, alors que 
les ECFCs partagent avec les cellules endothéliales matures un profil phénotypique similaire 
quant à l’expression de ces enzymes. Les EOCs et les ECFCs expriment le CD40 et, à divers 
degrés, les protéines adaptatrices TRAFs induisant la signalisation de ce dernier. 
Tout bien pesé, nous pouvons postuler que l’expression différentielle des TRAFs dans les 
EOCs et dans les ECFCs induirait leurs fonctions respectives au niveau de la régulation de 
l’homéostasie vasculaire : ces dernières comprendraient entre autres la sécrétion de la PGI2 et du 
NO, via l’expression respective des COX-1/2 et celle de l’eNOS et de l’iNOS. 
5.7 Perspectives 
 
L’élaboration de ce projet de recherche aura permis d’identifier la présence d’isozymes de 
COX et de NOS responsables de la sécrétion de thrombo-régulateurs par les EPCs, dont la PGI2 
et le NO. Avec les données actuelles supportant le rôle de l’axe CD40L/CD40/TRAFs dans les 
fonctions angiogéniques ou antiplaquettaires des EPCs, cette découverte favorisera la voie vers 
de nouvelles études permettant d’élucider les mécanismes intracellulaires régulant la production 
du PGI2 ou de l’NO en aval de la voie de signalisation du CD40 et sous le contrôle des TRAFs 
cibles identifiés dans les EOCs et dans les ECFCs. Ainsi, ces études nous porteront à déterminer 
l’impact de cette voie dans l’inhibition différentielle de l’agrégation plaquettaire, par ces 
différents sous-types d’EPCs, ou l’incidence de celle-ci sur leurs propriétés angiogéniques in 
vivo. 
L’étude de l’association des TRAFs au CD40 par l’immunoprécipitation du récepteur, dans 
les EOCs et dans les ECFCs stimulées au CD40L, constituerait la suite logique de notre projet de 
recherche. La contribution de chaque TRAF serait évaluée dans l’activation des principales voies 
de signalisation intracellulaire induites en aval du CD40, incluant les voies canonique et non 
canonique du NF-κB, MEK/ERK, p38 MAPK et PI3K.[147] En l’absence d’inhibiteurs 
pharmacologiques des TRAFs, il serait pertinent de réaliser des expériences sur des EPCs 
prétraitées avec des siTRAFs spécifiques et cela, au cours de leur différenciation in vitro. Ceci 
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privilégierait l’inhibition sélective de l’expression des différents TRAFs, afin de révéler leur 
signalisation dans les EOCs et dans les ECFCs. Ainsi serait étudiée l’implication de l’axe 
CD40L/CD40/TRAFs au niveau de la survie, de la prolifération, de la migration et de la 
différenciation des EOCs et des ECFCs. Dans cette optique, l’impact du niveau de sCD40L sur 
la biologie des EPCs serait mieux abordé dans un contexte in vivo (ex. chez un modèle murin 
athérothrombotique), révélant alors la contribution respective des deux sous-types d’EPCs dans 
les processus clés de l’angiogenèse et de la réparation endothéliale. 
En déterminant les voies de signalisation activées en présence d’une stimulation au CD40L 
dans les EPCs, cela permettrait de mener des études fonctionnelles quant à la caractérisation et la 
différenciation des EOCs et des ECFCs, dans la mesure où elles renseigneraient sur l’acquisition 
de propriétés pro-angiogéniques ou antiplaquettaires chez ces dernières, telles que la production 
et la relâche de MMPs, de ROS, du VEGF, du NO et du PGI2. En ciblant les protéines TRAFs 
recrutées à la membrane dans les EPCs stimulées au CD40L, la dérégulation de leurs ARNm via 
la méthode du siRNA éclairerait sur l’importance de chacune de ces protéines adaptatrices au 
niveau de la sécrétion des médiateurs cellulaires énumérés précédemment. 
64  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Bibliographie 
 
1. Santé, O.M.d.l. Maladies cardio-vasculaires. À propos des maladies cardio-vasculaires. 2014 
September 24, 2014]; Available from: 
http://www.who.int/cardiovascular_diseases/about_cvd/fr/. 
2. cancer, S.d.r.s.l. Le cancer - Nouveaux marqueurs moléculaires. 2010 [cited 2015 13 février 
2015]; Available from: http://www.societederecherchesurlecancer.ca/cancer/biomarqueurs. 
3. Dehoux, M., Marqueurs émergents du système cardiovasculaire. 2008, Hôpital Bichat-Claude 
Bernard: Paris. 
4. francophone, C., Place des marqueurs biologiques dans l'évaluation diagnostique et pronostique 
des syndromes coronariens aigus. Paris. 
5. Hachem, A., CD40 Signalling in Platelet Function in Microbiology and Immunology. 2012, 
Université-de-Montréal: Université-de-Montréal. p. 244. 
6. Gonzales, C. and T. Pedrazzini, Progenitor cell therapy for heart disease. Exp Cell Res, 2009. 
315(18): p. 3077-85. 
7. George, A.L., et al., Endothelial progenitor cell biology in disease and tissue regeneration. J 
Hematol Oncol, 2011. 4: p. 24. 
8. Moreno, P.R., J. Sanz, and V. Fuster, Promoting mechanisms of vascular health: circulating 
progenitor cells, angiogenesis, and reverse cholesterol transport. J Am Coll Cardiol, 2009. 53(25): 
p. 2315-23. 
9. Granick, J.L., S.I. Simon, and D.L. Borjesson, Hematopoietic stem and progenitor cells as effectors 
in innate immunity. Bone Marrow Res, 2012. 2012: p. 165107. 
10. Chotinantakul, K. and W. Leeanansaksiri, Hematopoietic stem cell development, niches, and 
signaling pathways. Bone Marrow Res, 2012. 2012: p. 270425. 
11. Orkin, S.H. and L.I. Zon, Hematopoiesis: an evolving paradigm for stem cell biology. Cell, 2008. 
132(4): p. 631-44. 
12. Weissman, I.L. and J.A. Shizuru, The origins of the identification and isolation of hematopoietic 
stem cells, and their capability to induce donor-specific transplantation tolerance and treat 
autoimmune diseases. Blood, 2008. 112(9): p. 3543-53. 
13. van de Rijn, M., et al., Mouse hematopoietic stem-cell antigen Sca-1 is a member of the Ly-6 
antigen family. Proc Natl Acad Sci U S A, 1989. 86(12): p. 4634-8. 
14. Bautch, V.L., Stem cells and the vasculature. Nat Med, 2011. 17(11): p. 1437-43. 
15. Guerrouahen, B.S., I. Al-Hijji, and A.R. Tabrizi, Osteoblastic and vascular endothelial niches, their 
control on normal hematopoietic stem cells, and their consequences on the development of 
leukemia. Stem Cells Int, 2011. 2011: p. 375857. 
16. Sugiyama, T. and T. Nagasawa, Bone marrow niches for hematopoietic stem cells and immune 
cells. Inflamm Allergy Drug Targets, 2012. 11(3): p. 201-6. 
17. Nagasawa, T., Y. Omatsu, and T. Sugiyama, Control of hematopoietic stem cells by the bone 
marrow stromal niche: the role of reticular cells. Trends Immunol, 2011. 32(7): p. 315-20. 
18. Lilly, A.J., W.E. Johnson, and C.M. Bunce, The haematopoietic stem cell niche: new insights into 
the mechanisms regulating haematopoietic stem cell behaviour. Stem Cells Int, 2011. 2011: p. 
274564. 
19. Kondo, M., Lymphoid and myeloid lineage commitment in multipotent hematopoietic 
progenitors. Immunol Rev, 2010. 238(1): p. 37-46. 
20. Wang, L.D. and A.J. Wagers, Dynamic niches in the origination and differentiation of 
haematopoietic stem cells. Nat Rev Mol Cell Biol, 2011. 12(10): p. 643-55. 
21. Asahara, T., et al., Isolation of putative progenitor endothelial cells for angiogenesis. Science, 
1997. 275(5302): p. 964-7. 
22. Ribatti, D., The discovery of endothelial progenitor cells. An historical review. Leuk Res, 2007. 
31(4): p. 439-44. 
66  
23. Ergun, S., et al., Potential implications of vascular wall resident endothelial progenitor cells. 
Thromb Haemost, 2007. 98(5): p. 930-9. 
24. Urbich, C. and S. Dimmeler, Endothelial progenitor cells: characterization and role in vascular 
biology. Circ Res, 2004. 95(4): p. 343-53. 
25. Chao, H. and K.K. Hirschi, Hemato-vascular origins of endothelial progenitor cells? Microvasc 
Res, 2010. 79(3): p. 169-73. 
26. Richardson, M.R. and M.C. Yoder, Endothelial progenitor cells: quo vadis? J Mol Cell Cardiol, 
2011. 50(2): p. 266-72. 
27. Kratzer, A., et al., Endothelial cell adhesion molecule CD146: implications for its role in the 
pathogenesis of COPD. J Pathol, 2013. 230(4): p. 388-98. 
28. Tura, O., et al., Late outgrowth endothelial cells resemble mature endothelial cells and are not 
derived from bone marrow. Stem Cells, 2013. 31(2): p. 338-48. 
29. Tilki, D., et al., Emerging biology of vascular wall progenitor cells in health and disease. Trends 
Mol Med, 2009. 15(11): p. 501-9. 
30. Salomon, H., et al., Comparison of cord blood and peripheral blood mononuclear cells as targets 
for viral isolation and drug sensitivity studies involving human immunodeficiency virus type 1. J 
Clin Microbiol, 1994. 32(8): p. 2000-2. 
31. Asahara, T., A. Kawamoto, and H. Masuda, Concise review: Circulating endothelial progenitor 
cells for vascular medicine. Stem Cells, 2011. 29(11): p. 1650-5. 
32. Rookmaaker, M.B., et al., Endothelial progenitor cells: mainly derived from the 
monocyte/macrophage-containing CD34- mononuclear cell population and only in part from the 
hematopoietic stem cell-containing CD34+ mononuclear cell population. Circulation, 2003. 
108(21): p. e150; author reply e150. 
33. Honold, J., et al., Effects of granulocyte colony simulating factor on functional activities of 
endothelial progenitor cells in patients with chronic ischemic heart disease. Arterioscler Thromb 
Vasc Biol, 2006. 26(10): p. 2238-43. 
34. Yoder, M.C., et al., Redefining endothelial progenitor cells via clonal analysis and hematopoietic 
stem/progenitor cell principals. Blood, 2007. 109(5): p. 1801-9. 
35. Bompais, H., et al., Human endothelial cells derived from circulating progenitors display specific 
functional properties compared with mature vessel wall endothelial cells. Blood, 2004. 103(7): p. 
2577-84. 
36. Critser, P.J. and M.C. Yoder, Endothelial colony-forming cell role in neoangiogenesis and tissue 
repair. Curr Opin Organ Transplant, 2010. 15(1): p. 68-72. 
37. Rehman, J., et al., Peripheral blood "endothelial progenitor cells" are derived from 
monocyte/macrophages and secrete angiogenic growth factors. Circulation, 2003. 107(8): p. 
1164-9. 
38. Basile, D.P. and M.C. Yoder, Circulating and tissue resident endothelial progenitor cells. J Cell 
Physiol, 2014. 229(1): p. 10-6. 
39. Colombo, E., et al., Comparison of Fibronectin and Collagen in Supporting the Isolation and 
Expansion of Endothelial Progenitor Cells from Human Adult Peripheral Blood. PLoS One, 2013. 
8(6): p. e66734. 
40. Cheng, C.C., et al., Distinct angiogenesis roles and surface markers of early and late endothelial 
progenitor cells revealed by functional group analyses. BMC Genomics, 2013. 14: p. 182. 
41. Lin, R.Z., et al., Microfluidic Capture of Endothelial Colony-Forming Cells from Human Adult 
Peripheral Blood: Phenotypic and Functional Validation In Vivo. Tissue Eng Part C Methods, 
2014. 
42. Prokopi, M., et al., Proteomic analysis reveals presence of platelet microparticles in endothelial 
progenitor cell cultures. Blood, 2009. 114(3): p. 723-32. 
67  
43. Ingram, D.A., et al., Identification of a novel hierarchy of endothelial progenitor  cells using 
human peripheral and umbilical cord blood. Blood, 2004. 104(9): p. 2752-60. 
44. Hill, J.M., et al., Circulating endothelial progenitor cells, vascular function, and cardiovascular 
risk. N Engl J Med, 2003. 348(7): p. 593-600. 
45. Caiado, F. and S. Dias, Endothelial progenitor cells and integrins: adhesive needs. Fibrogenesis 
Tissue Repair, 2012. 5: p. 4. 
46. Kishore K Wary, M.P., Yidan Zhao, Asrar B Malik, Abstract 197: Function of Endothelial 
Progenitor Cell alpha2 beta1 and alpha5 beta1 Integrins in Repair of Endothelial Barrier and 
Neovascularization. Circ Res, 2006. 
47. Yoder, M.C., Human endothelial progenitor cells. Cold Spring Harb Perspect Med, 2012. 2(7): p. 
a006692. 
48. Battinelli, E.M., B.A. Markens, and J.E. Italiano, Jr., Release of angiogenesis regulatory proteins 
from platelet alpha granules: modulation of physiologic and pathologic angiogenesis. Blood, 
2011. 118(5): p. 1359-69. 
49. Fadini, G.P., D. Losordo, and S. Dimmeler, Critical reevaluation of endothelial progenitor cell 
phenotypes for therapeutic and diagnostic use. Circ Res, 2012. 110(4): p. 624-37. 
50. Arndt, K., et al., CD133 is a modifier of hematopoietic progenitor frequencies but is dispensable 
for the maintenance of mouse hematopoietic stem cells. Proc Natl Acad Sci U S A, 2013. 110(14): 
p. 5582-7. 
51. Goon, P.K., et al., Circulating endothelial cells, endothelial progenitor cells, and endothelial 
microparticles in cancer. Neoplasia, 2006. 8(2): p. 79-88. 
52. Hilbe, W., et al., CD133 positive endothelial progenitor cells contribute to the tumour 
vasculature in non-small cell lung cancer. J Clin Pathol, 2004. 57(9): p. 965-9. 
53. Yoon, C.H., et al., Synergistic neovascularization by mixed transplantation of early endothelial 
progenitor cells and late outgrowth endothelial cells: the role of angiogenic cytokines and matrix 
metalloproteinases. Circulation, 2005. 112(11): p. 1618-27. 
54. Leri, A. and J. Kajstura, Endothelial progenitor cells: unexpected disclosures. Circ Res, 2005. 
97(4): p. 299-301. 
55. Zheng, W., et al., Isolation of cultured endothelial progenitor cells in vitro from PBMCs and 
CD133(+) enriched cells. J Huazhong Univ Sci Technolog Med Sci, 2010. 30(1): p. 18-24. 
56. Smadja, D.M., et al., Increased VEGFR2 expression during human late endothelial  progenitor 
cells expansion enhances in vitro angiogenesis with up-regulation of integrin alpha(6). J Cell Mol 
Med, 2007. 11(5): p. 1149-61. 
57. Medina, R.J., et al., Molecular analysis of endothelial progenitor cell (EPC) subtypes reveals two 
distinct cell populations with different identities. BMC Med Genomics, 2010. 3: p. 18. 
58. Campioni, D., et al., In vitro characterization of circulating endothelial progenitor cells isolated 
from patients with acute coronary syndrome. PLoS One, 2013. 8(2): p. e56377. 
59. Fleissner, F. and T. Thum, Critical role of the nitric oxide/reactive oxygen species balance in 
endothelial progenitor dysfunction. Antioxid Redox Signal, 2011. 15(4): p. 933-48. 
60. Bou Khzam, L., et al., Soluble CD40 ligand stimulates the pro-angiogenic function of peripheral 
blood angiogenic outgrowth cells via increased release of matrix metalloproteinase-9. PLoS One, 
2013. 8(12): p. e84289. 
61. Bagley, R.G., et al., Endothelial precursor cells as a model of tumor  endothelium: 
characterization and comparison with mature endothelial cells. Cancer Res, 2003. 63(18): p. 
5866-73. 
62. Chen, Y.H., et al., High glucose impairs early and late endothelial progenitor cells by modifying 
nitric oxide-related but not oxidative stress-mediated mechanisms. Diabetes, 2007. 56(6): p. 
1559-68. 
68  
63. Timmermans, F., et al., Endothelial progenitor cells: identity defined? J Cell Mol Med, 2009. 
13(1): p. 87-102. 
64. Voyta, J.C., et al., Identification and isolation of endothelial cells based on their increased uptake 
of acetylated-low density lipoprotein. J Cell Biol, 1984. 99(6): p. 2034-40. 
65. Hur, J., et al., Characterization of two types of endothelial progenitor cells and their different 
contributions to neovasculogenesis. Arterioscler Thromb Vasc Biol, 2004. 24(2): p. 288-93. 
66. Rheaume, E., Time to study another variant of endothelial progenitor cells? Cardiovasc Res, 
2010. 88(1): p. 3-4. 
67. Urbich, C., et al., Proteomic characterization of human early pro-angiogenic cells. J Mol Cell 
Cardiol, 2011. 50(2): p. 333-6. 
68. Hamed, S., B. Brenner, and A. Roguin, Nitric oxide: a key factor behind the dysfunctionality of 
endothelial progenitor cells in diabetes mellitus type-2. Cardiovasc Res, 2011. 91(1): p. 9-15. 
69. Werling, N.J., R. Thorpe, and Y. Zhao, A systematic approach to the establishment and 
characterization of endothelial progenitor cells for gene therapy. Hum Gene Ther Methods, 
2013. 24(3): p. 171-84. 
70. Medina, R.J., et al., Outgrowth endothelial cells: characterization and their potential for 
reversing ischemic retinopathy. Invest Ophthalmol Vis Sci, 2010. 51(11): p. 5906-13. 
71. Mead, L.E., et al., Isolation and characterization of endothelial progenitor cells from human 
blood. Curr Protoc Stem Cell Biol, 2008. Chapter 2: p. Unit 2C 1. 
72. Verloop, R.E., et al., Proteases and receptors in the recruitment of endothelial progenitor cells in 
neovascularization. Eur Cytokine Netw, 2009. 20(4): p. 207-19. 
73. Gulati, R., et al., Diverse origin and function of cells with endothelial phenotype obtained from 
adult human blood. Circ Res, 2003. 93(11): p. 1023-5. 
74. Zampetaki, A., J.P. Kirton, and Q. Xu, Vascular repair by endothelial progenitor cells. Cardiovasc 
Res, 2008. 78(3): p. 413-21. 
75. Hoenig, M.R., C. Bianchi, and F.W. Sellke, Hypoxia inducible factor-1 alpha, endothelial 
progenitor cells, monocytes, cardiovascular risk, wound healing, cobalt and hydralazine: a 
unifying hypothesis. Curr Drug Targets, 2008. 9(5): p. 422-35. 
76. Dimmeler, S., Regulation of bone marrow-derived vascular progenitor cell mobilization and 
maintenance. Arterioscler Thromb Vasc Biol, 2010. 30(6): p. 1088-93. 
77. Grisar, J.C., et al., Endothelial progenitor cells in cardiovascular disease and chronic 
inflammation: from biomarker to therapeutic agent. Biomark Med, 2011. 5(6): p. 731-44. 
78. Lin, C.P., et al., Endothelial progenitor cell dysfunction in cardiovascular diseases: role of reactive 
oxygen species and inflammation. Biomed Res Int, 2013. 2013: p. 845037. 
79. Bombeli, T., et al., Apoptotic vascular endothelial cells become procoagulant. Blood, 1997. 89(7): 
p. 2429-42. 
80. Bombeli, T., B.R. Schwartz, and J.M. Harlan, Endothelial cells undergoing apoptosis become 
proadhesive for nonactivated platelets. Blood, 1999. 93(11): p. 3831-8. 
81. Pober, J.S., W. Min, and J.R. Bradley, Mechanisms of endothelial dysfunction, injury, and death. 
Annu Rev Pathol, 2009. 4: p. 71-95. 
82. Hubert, L., et al., Neutrophils recruit and activate human endothelial colony-forming cells at the 
site of vessel injury via P-selectin glycoprotein ligand-1 and L-selectin. J Thromb Haemost, 2014. 
12(7): p. 1170-81. 
83. Langer, H.F., et al., Platelet-induced differentiation of endothelial progenitor cells.  Semin 
Thromb Hemost, 2007. 33(2): p. 136-43. 
84. Stellos, K., et al., Expression of stromal-cell-derived factor-1 on circulating platelets is increased 
in patients with acute coronary syndrome and correlates with the number of CD34+ progenitor 
cells. Eur Heart J, 2009. 30(5): p. 584-93. 
69  
85. May, A.E., P. Seizer, and M. Gawaz, Platelets: inflammatory firebugs of vascular walls. 
Arterioscler Thromb Vasc Biol, 2008. 28(3): p. s5-10. 
86. Yang, Z., et al., Paracrine factors secreted by endothelial progenitor cells prevent oxidative 
stress-induced apoptosis of mature endothelial cells. Atherosclerosis, 2010. 211(1): p. 103-9. 
87. de Jonge, N., et al., Matrix production and organization by endothelial colony forming cells in 
mechanically strained engineered tissue constructs. PLoS One, 2013. 8(9): p. e73161. 
88. Zhang, M., A.B. Malik, and J. Rehman, Endothelial progenitor cells and vascular repair. Curr Opin 
Hematol, 2014. 21(3): p. 224-8. 
89. Pacilli, A. and G. Pasquinelli, Vascular wall resident progenitor cells: a review. Exp Cell Res, 2009. 
315(6): p. 901-14. 
90. De Winter, R.J. and M. Klomp, Understanding the role of endothelial progenitor cells in 
cardiovascular disease, coronary artery lesion progression, and in-stent restenosis. JACC 
Cardiovasc Interv, 2010. 3(1): p. 87-9. 
91. Kawamoto, A. and D.W. Losordo, Endothelial progenitor cells for cardiovascular regeneration. 
Trends Cardiovasc Med, 2008. 18(1): p. 33-7. 
92. Kamihata, H., et al., Implantation of bone marrow mononuclear cells into ischemic myocardium 
enhances collateral perfusion and regional function via side supply of angioblasts, angiogenic 
ligands, and cytokines. Circulation, 2001. 104(9): p. 1046-52. 
93. Park, J.H., et al., Endothelial progenitor cell transplantation decreases lymphangiogenesis and 
adverse myocardial remodeling in a mouse model of acute myocardial infarction. Exp Mol Med, 
2011. 43(8): p. 479-85. 
94. Davignon, J. and P. Ganz, Role of endothelial dysfunction in atherosclerosis. Circulation, 2004. 
109(23 Suppl 1): p. III27-32. 
95. Du, F., et al., Endothelial progenitor cells in atherosclerosis. Front Biosci (Landmark Ed), 2012. 
17: p. 2327-49. 
96. Smadja, D.M., Neutrophils as new conductors of vascular homeostasis. J  Thromb Haemost, 
2014. 12(7): p. 1166-9. 
97. Sluimer, J.C. and M.J. Daemen, Novel concepts in atherogenesis: angiogenesis and hypoxia in 
atherosclerosis. J Pathol, 2009. 218(1): p. 7-29. 
98. Flynn, D.C., Adaptor proteins. Oncogene, 2001. 20(44): p. 6270-2. 
99. Arch, R.H., R.W. Gedrich, and C.B. Thompson, Tumor necrosis factor receptor-associated factors 
(TRAFs)--a family of adapter proteins that regulates life and death. Genes Dev, 1998. 12(18): p. 
2821-30. 
100. Zirlik, A., et al., TRAF-1, -2, -3, -5, and -6 are induced in atherosclerotic plaques and differentially 
mediate proinflammatory functions of CD40L in endothelial cells. Arterioscler Thromb Vasc Biol, 
2007. 27(5): p. 1101-7. 
101. Dempsey, P.W., et al., The signaling adaptors and pathways activated by TNF superfamily. 
Cytokine Growth Factor Rev, 2003. 14(3-4): p. 193-209. 
102. Bremer, E., Targeting of the tumor necrosis factor receptor superfamily for cancer 
immunotherapy. ISRN Oncol, 2013. 2013: p. 371854. 
103. Xie, P., TRAF molecules in cell signaling and in human diseases. J Mol Signal, 2013. 8(1): p. 7. 
104. Faustman, D. and M. Davis, TNF receptor 2 pathway: drug target for autoimmune diseases. Nat 
Rev Drug Discov, 2010. 9(6): p. 482-93. 
105. Waring, P. and A. Mullbacher, Cell death induced by the Fas/Fas ligand pathway and its role in 
pathology. Immunol Cell Biol, 1999. 77(4): p. 312-7. 
106. Bremer, E., et al., Targeted induction of apoptosis for cancer therapy: current progress and 
prospects. Trends Mol Med, 2006. 12(8): p. 382-93. 
70  
107. Newton, K. and V.M. Dixit, Signaling in innate immunity and inflammation. Cold Spring Harb 
Perspect Biol, 2012. 4(3). 
108. Wu, H., TNF Receptor Associated Factors (TRAFs). 2007: Springer. 
109. Bradley, J.R. and J.S. Pober, Tumor necrosis factor receptor-associated factors (TRAFs). 
Oncogene, 2001. 20(44): p. 6482-91. 
110. Rickert, R.C., J. Jellusova, and A.V. Miletic, Signaling by the tumor necrosis factor receptor 
superfamily in B-cell biology and disease. Immunol Rev, 2011. 244(1): p. 115-33. 
111. Lee, N.K. and S.Y. Lee, Modulation of life and death by the tumor necrosis factor receptor- 
associated factors (TRAFs). J Biochem Mol Biol, 2002. 35(1): p. 61-6. 
112. Chung, J.Y., et al., All TRAFs are not created equal: common and distinct molecular mechanisms 
of TRAF-mediated signal transduction. J Cell Sci, 2002. 115(Pt 4): p. 679-88. 
113. Inoue, J., et al., Tumor necrosis factor receptor-associated factor (TRAF) family: adapter proteins 
that mediate cytokine signaling. Exp Cell Res, 2000. 254(1): p. 14-24. 
114. Zotti, T., P. Vito, and R. Stilo, The seventh ring: exploring TRAF7 functions. J Cell Physiol, 2012. 
227(3): p. 1280-4. 
115. Rothe, M., et al., The TNFR2-TRAF signaling complex contains two novel proteins related to 
baculoviral inhibitor of apoptosis proteins. Cell, 1995. 83(7): p. 1243-52. 
116. McWhirter, S.M., et al., Crystallographic analysis of CD40 recognition and signaling by human 
TRAF2. Proc Natl Acad Sci U S A, 1999. 96(15): p. 8408-13. 
117. Takeuchi, M., M. Rothe, and D.V. Goeddel, Anatomy of TRAF2. Distinct domains for nuclear 
factor-kappaB activation and association with tumor necrosis factor signaling proteins. J Biol 
Chem, 1996. 271(33): p. 19935-42. 
118. Carpentier, I. and R. Beyaert, TRAF1 is a TNF inducible regulator of NF-kappaB activation. FEBS 
Lett, 1999. 460(2): p. 246-50. 
119. Sughra, K., et al., Interaction of the TNFR-receptor associated factor TRAF1 with I-kappa B 
kinase-2 and TRAF2 indicates a regulatory function for NF-kappa B signaling. PLoS One, 2010. 
5(9): p. e12683. 
120. Wajant, H. and P. Scheurich, Tumor necrosis factor receptor-associated factor (TRAF) 2 and its 
role in TNF signaling. Int J Biochem Cell Biol, 2001. 33(1): p. 19-32. 
121. Lin, Y., et al., TRAF2 exerts its antiapoptotic effect by regulating the expression of Kruppel-like 
factor LKLF. Mol Cell Biol, 2003. 23(16): p. 5849-56. 
122. Tada, K., et al., Critical roles of TRAF2 and TRAF5 in tumor necrosis factor-induced NF-kappa B 
activation and protection from cell death. J Biol Chem, 2001. 276(39): p. 36530-4. 
123. Hacker, H., P.H. Tseng, and M. Karin, Expanding TRAF function: TRAF3 as a tri-faced immune 
regulator. Nat Rev Immunol, 2011. 11(7): p. 457-68. 
124. Hildebrand, J.M., et al., Roles of tumor necrosis factor receptor associated factor 3 (TRAF3) and 
TRAF5 in immune cell functions. Immunol Rev, 2011. 244(1): p. 55-74. 
125. Yoon, J.H., Y.J. Cho, and H.H. Park, Structure of the TRAF4 TRAF domain  with  a coiled-coil 
domain and its implications for the TRAF4 signalling pathway. Acta Crystallogr D Biol Crystallogr, 
2014. 70(Pt 1): p. 2-10. 
126. Niu, F., et al., Structural biology study of human TNF receptor associated factor 4 TRAF domain. 
Protein Cell, 2013. 
127. Buchta, C.M. and G.A. Bishop, TRAF5 negatively regulates TLR signaling in B lymphocytes. J 
Immunol, 2014. 192(1): p. 145-50. 
128. Bishop, G.A., et al., TRAF proteins in CD40 signaling. Adv Exp Med Biol, 2007. 597: p. 131-51. 
129. Wu, H. and J.R. Arron, TRAF6, a molecular bridge spanning adaptive immunity, innate immunity 
and osteoimmunology. Bioessays, 2003. 25(11): p. 1096-105. 
71  
130. Kobayashi, T., M.C. Walsh, and Y. Choi, The role of TRAF6 in signal transduction and the immune 
response. Microbes Infect, 2004. 6(14): p. 1333-8. 
131. Xu, L.G., L.Y. Li, and H.B. Shu, TRAF7 potentiates MEKK3-induced AP1 and CHOP activation and 
induces apoptosis. J Biol Chem, 2004. 279(17): p. 17278-82. 
132. Ubeda, M. and J.F. Habener, CHOP gene expression in response to endoplasmic-reticular stress 
requires NFY interaction with different domains of a conserved DNA-binding element. Nucleic 
Acids Res, 2000. 28(24): p. 4987-97. 
133. Scudiero, I., et al., Tumor necrosis factor (TNF) receptor-associated factor 7 is required for 
TNFalpha-induced Jun NH2-terminal kinase activation and promotes cell death by regulating 
polyubiquitination and lysosomal degradation of c-FLIP protein. J Biol Chem, 2012. 287(8): p. 
6053-61. 
134. Kawabe, T., et al., CD40/CD40 ligand interactions in immune responses and pulmonary 
immunity. Nagoya J Med Sci, 2011. 73(3-4): p. 69-78. 
135. van Kooten, C. and J. Banchereau, CD40-CD40 ligand. J Leukoc Biol, 2000. 67(1): p. 2-17. 
136. Elgueta, R., et al., Molecular mechanism and function of CD40/CD40L engagement in the 
immune system. Immunol Rev, 2009. 229(1): p. 152-72. 
137. Hassan, G.S., Y. Merhi, and W.M. Mourad, CD154 and its receptors in inflammatory vascular 
pathologies. Trends Immunol, 2009. 30(4): p. 165-72. 
138. Andre, P., et al., Platelet-derived CD40L: the switch-hitting player of cardiovascular disease. 
Circulation, 2002. 106(8): p. 896-9. 
139. Lievens, D., et al., Platelet CD40L mediates thrombotic and inflammatory processes in 
atherosclerosis. Blood, 2010. 116(20): p. 4317-27. 
140. Pullen, S.S., et al., CD40 signaling through tumor necrosis factor receptor-associated factors 
(TRAFs). Binding site specificity and activation of downstream pathways by distinct TRAFs. J Biol 
Chem, 1999. 274(20): p. 14246-54. 
141. Pullen, S.S., et al., CD40-tumor necrosis factor receptor-associated factor (TRAF) interactions: 
regulation of CD40 signaling through multiple TRAF binding sites and TRAF hetero- 
oligomerization. Biochemistry, 1998. 37(34): p. 11836-45. 
142. Fotin-Mleczek, M., et al., Tumor necrosis factor receptor-associated factor (TRAF) 1 regulates 
CD40-induced TRAF2-mediated NF-kappaB activation. J Biol Chem, 2004. 279(1): p. 677-85. 
143. Lee, H.H., et al., Specificities of CD40 signaling: involvement of TRAF2 in CD40-induced NF- 
kappaB activation and intercellular adhesion molecule-1 up-regulation. Proc Natl Acad Sci U S A, 
1999. 96(4): p. 1421-6. 
144. Jabara, H.H., et al., TRAF2 and TRAF3 independently mediate Ig class switching driven by CD40. 
Int Immunol, 2009. 21(4): p. 477-88. 
145. Ishida, T.K., et al., TRAF5, a novel tumor necrosis factor receptor-associated factor family 
protein, mediates CD40 signaling. Proc Natl Acad Sci U S A, 1996. 93(18): p. 9437-42. 
146. Davies, C.C., et al., TRAF6 is required for TRAF2-dependent CD40 signal transduction in 
nonhemopoietic cells. Mol Cell Biol, 2005. 25(22): p. 9806-19. 
147. QIAGEN.       CD40       Signaling.      2014 October 21, 2014]; Available from: 
http://www.qiagen.com/ca/products/genes%20and%20pathways/pathway%20details.aspx?pw 
id=90. 
148. Pearson, L.L., B.E. Castle, and M.R. Kehry, CD40-mediated signaling in monocytic cells: up- 
regulation of tumor necrosis factor receptor-associated factor mRNAs and activation of 
mitogen-activated protein kinase signaling pathways. Int Immunol, 2001. 13(3): p. 273-83. 
149. Alderson, M.R., et al., CD40 expression by human monocytes: regulation by cytokines and 
activation of monocytes by the ligand for CD40. J Exp Med, 1993. 178(2): p. 669-74. 
72  
150. Dechanet, J., et al., CD40 ligand stimulates proinflammatory cytokine production by human 
endothelial cells. J Immunol, 1997. 159(11): p. 5640-7. 
151. Wagner, A.H., et al., CD154/CD40-mediated expression of CD154 in endothelial cells: 
consequences for endothelial cell-monocyte interaction. Arterioscler Thromb Vasc Biol, 2004. 
24(4): p. 715-20. 
152. Kotowicz, K., et al., Biological function of CD40 on human endothelial cells: costimulation with 
CD40 ligand and interleukin-4 selectively induces expression of vascular cell adhesion molecule-1 
and P-selectin resulting in preferential adhesion of lymphocytes. Immunology, 2000. 100(4): p. 
441-8. 
153. Yacoub, D., et al., Enhanced levels of soluble CD40 ligand exacerbate platelet aggregation and 
thrombus formation through a CD40-dependent tumor necrosis factor receptor-associated 
factor-2/Rac1/p38 mitogen-activated protein kinase signaling pathway. Arterioscler Thromb 
Vasc Biol, 2010. 30(12): p. 2424-33. 
154. Bou Khzam, L., et al., Soluble CD40 ligand impairs the anti-platelet function of peripheral blood 
angiogenic outgrowth cells via increased production of reactive oxygen species. Thromb 
Haemost, 2013. 109(5): p. 940-7. 
155. Villar, I.C., et al., Novel aspects of endothelium-dependent regulation of vascular tone. Kidney 
Int, 2006. 70(5): p. 840-53. 
156. Sellers, R.S., Z.A. Radi, and N.K. Khan, Pathophysiology of cyclooxygenases in cardiovascular 
homeostasis. Vet Pathol, 2010. 47(4): p. 601-13. 
157. Feletou, M., Y. Huang, and P.M. Vanhoutte, Endothelium-mediated control of vascular tone: 
COX-1 and COX-2 products. Br J Pharmacol, 2011. 164(3): p. 894-912. 
158. Cooke, J.P. and V.J. Dzau, Nitric oxide synthase: role in the genesis of vascular disease. Annu Rev 
Med, 1997. 48: p. 489-509. 
159. Calvert, J.W., C.G. Kevil, and M.R. Spite, Regulation and maintenance of vascular tone and 
patency in cardiovascular health and disease. Int J Vasc Med, 2012. 2012: p. 396369. 
160. Dorris, S.L. and R.S. Peebles, Jr., PGI2 as a regulator of inflammatory diseases. Mediators 
Inflamm, 2012. 2012: p. 926968. 
161. Bode-Boger, S.M., et al., L-arginine induces nitric oxide-dependent vasodilation in patients with 
critical limb ischemia. A randomized, controlled study. Circulation, 1996. 93(1): p. 85-90. 
162. Tsutsui, M., et al., [Role of nitric oxide synthases in the pathogenesis of cardiovascular disease]. 
Nihon Yakurigaku Zasshi, 2014. 143(5): p. 226-31. 
163. Dubois, R.N., et al., Cyclooxygenase in biology and disease. FASEB J, 1998. 12(12): p. 1063-73. 
164. Page, T.M.B. Introduction to the Eicosanoids. 2013 October 01, 2014]; Available from: 
http://themedicalbiochemistrypage.org/eicosanoids.php. 
165. Library, A.L. Eicosanoids and Related Compounds - An Introduction: Eicosanoid Structures and 
Key          Enzymes.          2014 October 01, 2014]; Available from: 
http://lipidlibrary.aocs.org/Lipids/eicintro/file.pdf. 
166. Simmons, D.L., R.M. Botting, and T. Hla, Cyclooxygenase isozymes: the biology of prostaglandin 
synthesis and inhibition. Pharmacol Rev, 2004. 56(3): p. 387-437. 
167. Pharmacology, E.V. Introduction (cyclooxygenase pathway). 2014 September 30, 2014]; 
Available from: http://www.vascular.free.fr/. 
168. Majed, B.H. and R.A. Khalil, Molecular mechanisms regulating the vascular prostacyclin 
pathways and their adaptation during pregnancy and in the newborn. Pharmacol Rev, 2012. 
64(3): p. 540-82. 
169. Mitchell, J.A., et al., Role of nitric oxide and prostacyclin as vasoactive hormones released by the 
endothelium. Exp Physiol, 2008. 93(1): p. 141-7. 
73  
170. Klumpp, G., et al., Prostacyclin in the cardiovascular system: new aspects and open questions. 
Pharmacol Rep, 2005. 57 Suppl: p. 120-6. 
171. Schror, K., Thromboxane A2 and platelets as mediators of coronary arterial vasoconstriction in 
myocardial ischaemia. Eur Heart J, 1990. 11 Suppl B: p. 27-34. 
172. Caughey, G.E., et al., Roles of cyclooxygenase (COX)-1 and COX-2 in prostanoid production by 
human endothelial cells: selective up-regulation of prostacyclin synthesis by COX-2. J Immunol, 
2001. 167(5): p. 2831-8. 
173. Rouzer, C.A. and L.J. Marnett, Cyclooxygenases: structural and functional insights. J Lipid Res, 
2009. 50 Suppl: p. S29-34. 
174. Server, U.C.W. Platelet Activation. 2014 December 05, 2014]; Available from: 
http://courses.washington.edu/conj/bloodcells/platelets.htm. 
175. Fontana, P., et al., Antiplatelet therapy: targeting the TxA2 pathway. J Cardiovasc Transl Res, 
2014. 7(1): p. 29-38. 
176. Murray, R. and G.A. FitzGerald, Regulation of thromboxane receptor activation in human 
platelets. Proc Natl Acad Sci U S A, 1989. 86(1): p. 124-8. 
177. Shankar, H., et al., P2Y12 receptor-mediated potentiation of thrombin-induced thromboxane A2 
generation in platelets occurs through regulation of Erk1/2 activation. J Thromb Haemost, 2006. 
4(3): p. 638-47. 
178. Bishop-Bailey, D., J.A. Mitchell, and T.D. Warner, COX-2 in cardiovascular disease. Arterioscler 
Thromb Vasc Biol, 2006. 26(5): p. 956-8. 
179. Zidar, N., et al., Cyclooxygenase in normal human tissues--is COX-1 really a constitutive isoform, 
and COX-2 an inducible isoform? J Cell Mol Med, 2009. 13(9B): p. 3753-63. 
180. Yu, Y., et al., Vascular COX-2 modulates blood pressure and thrombosis in mice. Sci Transl Med, 
2012. 4(132): p. 132ra54. 
181. Colleselli, D., et al., Inhibition of cyclooxygenase (COX)-2 affects endothelial progenitor cell 
proliferation. Exp Cell Res, 2006. 312(15): p. 2933-41. 
182. Shiba, Y. and U. Ikeda, Prostacyclin: a potential new target for endothelial progenitor cell- 
mediated angiogenesis. Circ J, 2013. 77(4): p. 906-7. 
183. Huang, J.S., et al., Cell signalling through thromboxane A2 receptors. Cell Signal, 2004. 16(5): p. 
521-33. 
184. Kawabe, J., F. Ushikubi, and N. Hasebe, Prostacyclin in vascular diseases. - Recent insights and 
future perspectives. Circ J, 2010. 74(5): p. 836-43. 
185. Andrew, P.J. and B. Mayer, Enzymatic function of nitric oxide synthases. Cardiovasc Res, 1999. 
43(3): p. 521-31. 
186. Deshpande, S.R., et al., Nitric oxide modulators: an emerging class of medicinal agents. Indian J 
Pharm Sci, 2012. 74(6): p. 487-97. 
187. Forstermann, U., et al., Nitric oxide synthase isozymes. Characterization, purification, molecular 
cloning, and functions. Hypertension, 1994. 23(6 Pt 2): p. 1121-31. 
188. Nahrevanian, H., Involvement of nitric oxide and its up/down stream molecules in the immunity 
against parasitic infections. Braz J Infect Dis, 2009. 13(6): p. 440-8. 
189. Toda, N., K. Ayajiki, and T. Okamura, Control of systemic and pulmonary blood pressure by nitric 
oxide formed through neuronal nitric oxide synthase. J Hypertens, 2009. 27(10): p. 1929-40. 
190. Salvemini, D., M.G. Currie, and V. Mollace, Nitric oxide-mediated cyclooxygenase activation. A 
key event in the antiplatelet effects of nitrovasodilators. J Clin Invest, 1996. 97(11): p. 2562-8. 
191. Moncada, S. and E.A. Higgs, The discovery of nitric oxide and its role in vascular biology. Br J 
Pharmacol, 2006. 147 Suppl 1: p. S193-201. 
192. Forstermann, U. and W.C. Sessa, Nitric oxide synthases: regulation and function. Eur Heart J, 
2012. 33(7): p. 829-37, 837a-837d. 
74  
193. Leonard Chess, M.D., Blockade of The CD40L/CD40 Pathway. Therapeutic Immunology 2nd 
edition, ed. B. Sciences. 2001. 
194. Verhaar, M.C., et al., Free radical production by dysfunctional eNOS. Heart, 2004. 90(5): p. 494- 
5. 
195. Pacher, P., J.S. Beckman, and L. Liaudet, Nitric oxide and peroxynitrite in health and disease. 
Physiol Rev, 2007. 87(1): p. 315-424. 
196. Paul, V. and P. Ekambaram, Involvement of nitric oxide in learning & memory processes. Indian J 
Med Res, 2011. 133: p. 471-8. 
197. Melikian, N., et al., Neuronal nitric oxide synthase and human vascular regulation. Trends 
Cardiovasc Med, 2009. 19(8): p. 256-62. 
198. Yoder, M.C., NO role in EPC function. Blood, 2005. 105(5): p. 1846-7. 
199. Aicher, A., et al., Essential role of endothelial nitric oxide synthase for mobilization of stem and 
progenitor cells. Nat Med, 2003. 9(11): p. 1370-6. 
200. Muscari, C., et al., Different expression of NOS isoforms in early endothelial progenitor cells 
derived from peripheral and cord blood. J Cell Biochem, 2007. 102(4): p. 992-1001. 
201. Mayr, U., et al., Accelerated arteriosclerosis of vein grafts in inducible NO synthase(-/-) mice is 
related to decreased endothelial progenitor cell repair. Circ Res, 2006. 98(3): p. 412-20. 
202. Gawaz, M., The evolving science of atherothrombotic disease. European Heart Journal 
Supplements, 2008. 
203. Alexandru, N., et al., Circulating endothelial progenitor cell and platelet microparticle impact on 
platelet activation in hypertension associated with hypercholesterolemia. PLoS One, 2013. 8(1): 
p. e52058. 
204. Abou-Saleh, H., et al., Endothelial progenitor cells bind and inhibit platelet function and 
thrombus formation. Circulation, 2009. 120(22): p. 2230-9. 
205. Wallpaperbrands, More Wallpapers. 2014. 
206. Khzam, L.B., Rôle de l'axe CD40L/CD40 dans les cellules endothéliales progénitrices, in 
Biomedical Sciences. 2012, Université-de-Montréal: Université-de-Montréal. p. 240. 
207. Holthofer, H., et al., Ulex europaeus I lectin as a marker for vascular endothelium in human 
tissues. Lab Invest, 1982. 47(1): p. 60-6. 
208. Leshem-Lev, D., et al., Exposure to platelets promotes functional properties of endothelial 
progenitor cells. J Thromb Thrombolysis, 2010. 30(4): p. 398-403. 
209. Sopova, K., P. Tatsidou, and K. Stellos, Platelets and platelet interaction with progenitor cells in 
vascular homeostasis and inflammation. Curr Vasc Pharmacol, 2012. 10(5): p. 555-62. 
210. Danese, S., M. Sans, and C. Fiocchi, The CD40/CD40L costimulatory pathway in inflammatory 
bowel disease. Gut, 2004. 53(7): p. 1035-43. 
211. Willmann, K. and J.F. Dunne, A flow cytometric immune function assay for human peripheral 
blood dendritic cells. J Leukoc Biol, 2000. 67(4): p. 536-44. 
212. ResearchGate. Differentiation of primary human monocytes to monocyte derived macrophages. 
2013 25 avril 2013 [cited 2015 13 février 2015]; Available from: 
http://www.researchgate.net/post/Differentiation_of_primary_human_monocytes_to_monocy 
te_derived_macrophages. 
213. Macrophages.com. Isolation of peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from whole blood 
and subsequent culture of macrophage cells. 2014 [cited 2015 13 février 2015]; Available from: 
http://www.macrophages.com/isolation-peripheral-blood-mononuclear-cells-pbmcs-whole- 
blood-and-subsequent-culture-macrophage-cel. 
214. Shantsila, E., et al., New insights on endothelial progenitor cell subpopulations and their 
angiogenic properties. J Am Coll Cardiol, 2008. 51(6): p. 669-71. 
75  
215. Krenning, G., M.J. van Luyn, and M.C. Harmsen, Endothelial progenitor cell-based 
neovascularization: implications for therapy. Trends Mol Med, 2009. 15(4): p. 180-9. 
216. Rachel T. Van Beem, M.e.a., Abstract 3685: Colony Forming Unit-Endothelial Cells (CFU-EC) Are 
Derived from CD14+ Cells and Need Support by CD14– Cells. Blood (ASH Annual Meeting 
Abstracts), 2005. 
217. Shi, Y., et al., Early endothelial progenitor cells as a source of myeloid cells to improve the pre- 
vascularisation of bone constructs. Eur Cell Mater, 2014. 27: p. 64-79; discussion 79-80. 
218. Jiang, D.M., et al., Paracrine effects of bone marrow-derived endothelial progenitor cells: 
cyclooxygenase-2/prostacyclin pathway in pulmonary arterial hypertension. PLoS One, 2013. 
8(11): p. e79215. 
219. Rumpold, H., et al., Endothelial progenitor cells: a source for therapeutic vasculogenesis? J Cell 
Mol Med, 2004. 8(4): p. 509-18. 
220. International, C.D. iCell® Endothelial Cells. 2015 [cited 2015 13 février 2015]; Available from: 
http://www.cellulardynamics.com/products/endothelial_cells.html. 
221. Homeister, J.W. and M.S. Willis, Molecular and Translational Vascular Medicine. 2012: Humana. 
222. Kuwano, T., et al., Cyclooxygenase 2 is a key enzyme for inflammatory cytokine-induced 
angiogenesis. FASEB J, 2004. 18(2): p. 300-10. 
223. Wu, Y.Q., X.S. Chen, and J.B. Chai, The involvement of the CD40-CD40L pathway in activated 
platelet-induced changes in HUVEC COX-2 and PPARalpha expression. Inflammation,  2012. 
35(3): p. 1184-90. 
224. He, T., et al., Angiogenic function of prostacyclin biosynthesis in human endothelial progenitor 
cells. Circ Res, 2008. 103(1): p. 80-8. 
225. Reinders, M.E., et al., Proangiogenic function of CD40 ligand-CD40 interactions.  J Immunol, 
2003. 171(3): p. 1534-41. 
226. Li, H., et al., Advanced glycation end products impair the migration, adhesion and secretion 
potentials of late endothelial progenitor cells. Cardiovasc Diabetol, 2012. 11: p. 46. 
227. Clancy, R., et al., Nitric oxide synthase/COX cross-talk: nitric oxide activates COX-1 but inhibits 
COX-2-derived prostaglandin production. J Immunol, 2000. 165(3): p. 1582-7. 
228. Lamping, K., Endothelial progenitor cells: sowing the seeds for vascular repair. Circ Res, 2007. 
100(9): p. 1243-5. 
229. Fukumura, D., et al., Predominant role of endothelial nitric oxide synthase in  vascular 
endothelial growth factor-induced angiogenesis and vascular permeability. Proc Natl Acad Sci U 
S A, 2001. 98(5): p. 2604-9. 
230. Cejas, P.J., et al., TRAF6 inhibits Th17 differentiation and TGF-beta-mediated suppression of IL-2. 
Blood, 2010. 115(23): p. 4750-7. 
231. Bellik, L., F. Ledda, and A. Parenti, Morphological and phenotypical characterization of human 
endothelial progenitor cells in an early stage of differentiation. FEBS Lett, 2005. 579(12): p. 
2731-6. 
232. Zhang, M. and B. Huang, The multi-differentiation potential of peripheral blood mononuclear 
cells. Stem Cell Res Ther, 2012. 3(6): p. 48. 
233. Urbich, C., et al., Upregulation of TRAF-3 by shear stress blocks CD40-mediated endothelial 
activation. J Clin Invest, 2001. 108(10): p. 1451-8. 
234. Schwenzer, R., et al., The human tumor necrosis factor (TNF) receptor-associated factor 1 gene 
(TRAF1) is up-regulated by cytokines of the TNF ligand family and modulates TNF-induced 
activation of NF-kappaB and c-Jun N-terminal kinase. J Biol Chem, 1999. 274(27): p. 19368-74. 
76  
